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RESUMEN 
La materia orgánica de alto peso molecular no es directamente accesible para los procariotas, 
ya que su tamaño impide el transporte a través de las envolturas celulares. Mediante la 
actividad enzimática extracelular esta materia es transformada en compuestos de bajo peso 
molecular, de modo que ya pueden ser incorporadas y utilizadas. Por lo tanto, este proceso 
microbiano es fundamental en la regulación de la regeneración de los nutrientes inorgánicos 
y del flujo de carbono a través de la red trófica microbiana. En esta tesis doctoral se ha 
estudiado la distribución de un conjunto representativo de actividades enzimáticas 
extracelulares tanto en aguas superficiales costeras como en las zonas epi- y batipelágica de 
aguas oceánicas; adicionalmente, en el contexto actual de cambio climático, se ha analizado el 
efecto de la temperatura en las enzimas extracelulares de aguas superficiales oceánicas. El 
análisis interanual de las cinéticas evidenció la existencia simultánea de un sistema enzimático 
de alta afinidad y de baja afinidad, que son reflejo de la capacidad de los distintos grupos 
funcionales de bacterias para hacer frente a las fluctuaciones ambientales que ocurren durante 
el ciclo estacional. El estudio comparativo de las actividades enzimáticas extracelulares en 
posibles escenarios de calentamiento de las aguas superficiales oceánicas demostró un 
enriquecimiento en carbono de la materia orgánica de bajo peso molecular con respecto al 
nitrógeno y el fósforo, lo que contribuiría a la expansión de las áreas oligotróficas, 
especialmente en las zonas cercanas a los polos geográficos. Por último, se observó una 
estrecha conectividad funcional entre las aguas superficiales y profundas del océano tropical y 
subtropical, reflejo del aporte continuo de agregados orgánicos procedente de la zona 
epipelágica, tal y como explica la bomba biológica de carbono.  
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1. Actividad enzimática extracelular y materia 
orgánica en el océano 
La materia orgánica del agua de mar es una mezcla compleja de compuestos orgánicos 
de diversa composición química, estructura física y reactividad (Nagata, 2008) y 
constituye uno de los mayores almacenes de carbono del planeta, comparable al del 
CO2 atmosférico (Hedges, 1992; Calrson y Hansell, 2015). Utilizando técnicas de 
ultrafiltración, los componentes de la materia orgánica se pueden separar en dos 
categorías: por un lado, materia orgánica de alto peso molecular (> 1 kDa), que supone 
un 22 % del carbono total del océano e incluye coloides y geles, macromoléculas y otros 
componentes disueltos. Por otro lado, materia orgánica de bajo peso molecular (< 1 
kDa), que incluye moléculas disueltas tales como aminoácidos y monosacáridos y que 
habitualmente se encuentran en concentraciones <1 µM (Keil y Kirchman, 1994; 
Bronk, 2002; Nagata, 2008; Amon y Benner, 2015). 
En aguas oceánicas, la materia orgánica muestra fluctuaciones temporales debido a los 
diversos mecanismos de producción (Passow, 2002; Simon et al., 2002): producción 
primaria y secreción extracellular por parte de organismos autótrofos (Baines y Pace 
1991; Biersmith y Benner, 1998; Myklestad, 2000; Thornton, 2014), excreción mediada 
por procesos de depredación por parte del zooplancton o lisis celular (Middelboe et 
al., 1996; Blackburn et al., 1998; Suttle, 2007;), producción por parte de los procariotas 
(Herndl y Reinthaler, 2013) y solubilización de partículas y agregados (Simon et al., 
2002; Carlson y Hansell, 2015). Asimismo, se distribuye de manera heterogénea a lo 
largo de un continuo de tamaños, que están estrechamente relacionados con los 
procesos diagenéticos a los que ha sido sometida y al grado de reactividad: las 
partículas más grandes son de más reciente producción y, por tanto, más lábiles, 
mientras que las partículas más pequeñas tienden a ser más recalcitrantes (Amon y 
Benner, 1996; Benner y Amon, 2015). 
Entre todos los mecanismos de producción mencionados, la producción primaria en 
la zona eufótica de la columna de agua y la subsiguiente liberación de productos 
extracelulares es uno de los factores más influyentes en la disponibilidad de materia 
orgánica (Myklestad, 2000; Thornton, 2014). De hecho, la secreción de materia 




disuelto y representa la fuente primaria más importante para el sustento del 
metabolismo de la comunidad bacteriana (Biddanda y Benner, 1997; Myklestad, 2000). 
En lo que se refiere a la composición de la materia liberada, un 37 % corresponde con 
componentes de alto peso molecular (Aluwihare y Repeta, 1999) y está principalmente 
enriquecida en compuestos carbonatados y en menor medida nitrogenados 
(Thornton, 2014 y referencias en este documento). No obstante, la composición 
taxonómica de la comunidad fitoplanctónica (Biersmith y Benner, 1998; Becker et al., 
2014; Villacorte et al., 2015) y/o las condiciones de crecimiento (Geider y La Roche, 
2002; Bertilsson et al., 2003) influyen en la composición bioquímica y en la cantidad 
de materia orgánica disuelta que es liberada al medio. 
La materia orgánica de alto peso molecular no es directamente accesible para los 
procariotas, ya que su tamaño impide el transporte a través de las envolturas celulares 
(Chróst, 1991; Arnosti, 2003). Mediante la síntesis y secreción de enzimas 
extracelulares, esta materia es hidrolizada en compuestos de bajo peso molecular, de 
modo que ya pueden ser incorporados por las células mediante difusión pasiva (Decad 
y Nikaido, 1976) o por transporte activo a través de porinas (Weiss et al., 1991) para 
su posterior procesamiento. Una fracción es respirada liberando CO2, otra es destinada 
a la producción, que se traduce en biomasa, y una fracción del carbono inicialmente 
captado se excreta como carbono orgánico disuelto (Arnosti, 2011). Por lo tanto, la 
actividad de las enzimas extracelulares juega un papel determinante en la 
transformación de la materia orgánica disuelta en biomasa, que puede transferirse a 
niveles superiores de la red trófica microbiana (Azam et al., 1983), y en la regeneración 
de los nutrientes inorgánicos en los sistemas marinos (Goldman y Dennett, 2000). 
Las bacterias heterótrofas, están consideradas como el núcleo esencial en la 
transformación y mineralización de la materia orgánica de la biosfera (Cho y Azam 
1988), si bien es cierto que otros organismos como arqueas (Baltar et al., 2013; Zhao et 
al., 2020), protistas (Karner et al., 1994) y zooplancton (Bochdansky et al., 1995) 
pueden contribuir en menor medida a la actividad enzimática extracelular. En lo que 
se refiere a las enzimas responsables de la hidrólisis de la materia orgánica de alto peso 
molecular, estas pueden ser ectoenzimas si están asociadas a las envolturas celulares, o 
enzimas extracelulares si son secretadas al medio (Chróst, 1991). Por simplicidad, a lo 
largo de esta tesis doctoral se utilizará el término genérico actividad enzimática 





Son múltiples los factores que influyen en la síntesis y secreción de las enzimas por 
parte de las bacterias, entreo otros, la presencia del sustrato (Alderkamp et al., 2007) o 
percepción del quorum (Mislan et al., 2014), entre otras. Dado que la secreción de 
enzimas es un proceso energéticamente costoso a nivel individual porque supone una 
pérdida de carbono y nitrógeno, resulta prioritario para las bacterias heterótrofas 
regular la producción de enzimas en función de la presencia del compuesto polimérico 
y rentabilizar la inversión metabólica realizada en forma de liberación de monómeros 
(Koch, 1985;  Vetter et al., 1998; Berkhout et al. 2013, Sinsabaugh et al. 2014, Traving 
et al., 2015). 
Bajo esta premisa, las ectoenzimas serían rentables desde el punto de vista energético 
para las células solitarias en un entorno de bajas concentraciones de sustrato (Vetter et 
al., 1998; Traving et al., 2015); por el contrario, cuando las concentraciones de sustrato 
son altas, la secreción de enzimas al medio puede resultar beneficiosa. Esta afirmación 
vendría secundada por diversos trabajos en los que se ha observado un aumento de la 
actividad hidrolítica en los agregados con respecto al agua circundante (Smith et al., 
1992; Azúa et al., 2003; Grossart et al., 2007; Jatt et al., 2015) o durante períodos de 
blooms fitoplanctónicos (Teeling et al., 2012 y 2016). De hecho, los agregados pueden 
ser una fuente de enzimas extracelulares y de liberación de monómeros por difusión, 
de la que pueden llegar a beneficiarse las comunidades de vida libre (Cho y Azam, 1988; 
Nagata et al., 2000; Kiørboe y Jackson, 2001).  
Por último, es importante resaltar que la relevancia de la actividad de las enzimas 
extracelulares en los ciclos biogeoquímicos de los océanos está directamente 
relacionada con su capacidad de dispersión y su vida media. Existe muy poca y muy 
variable información sobre la vida media de las enzimas extracelulares en sistemas 
marinos y los escasos estudios existentes estiman que puede ser de unas decenas de 
horas a varios días (Bochdansky et al., 1995; Li et al.,1998; Steen y Arnosti, 2011; Baltar 
et al., 2013; Thomson et al., 2019). Esta escala temporal permite sugerir que la actividad 
de las enzimas extracelulares puede tener efecto en sitios bien diferenciados de su lugar 
de producción (Wetzel, 1991; Ziervogel y Arnosti, 2008; Ziervogel et al., 2010) y 
plantear si las enzimas disueltas que se producen en la zona eufótica de la columna de 





2. Estudio de la actividad enzimática 
extracelular 
Se han realizado multitud de estudios en diversos ecosistemas acuáticos a fin de 
caracterizar la actividad enzimática extracelular, bien mediante la adición de sustratos 
fluorogénicos o de sustratos de alto peso molecular marcados con fluorescencia 
(Arnosti, 2011; Sinsabaugh y Follstad Shah, 2012; Sinsabaugh et al., 2014). 
De entre todas las actividades enzimáticas, las más comunmente estudiadas incluyen 
la leucina y alanina aminopeptidasa, que hidrolizan dos de los más abundantes 
aminoácidos del extremo N- - -1,4-
glucosidasa, que hidrolizan los enlaces glicosídicos de los glucanos de almacenamiento 
y estructurales; N-acetil- -D-1,4-glucosaminidasa, que cataliza la reacción terminal en 
la hidrólisis de la quitina; y la fosfatasa, que hidroliza enlaces de éster de monofosfato 
(Hoppe et al., 2002; Sinsabaugh y Follstad Shah, 2012). No obstante, hay que tener en 
cuenta que una sola clase de enzima funcional puede presentar diversas estructuras 
-Pytka y Bardowski, 2004), tal y como demostraron Arrieta y 
-glucosidasa o Steen et al. en el caso de aminopeptidasa 
(2015). Por tanto, las actividades enzimáticas mencionadas anteriormente son en 
realidad consecuencia de un conjunto heterogéneo de isoenzimas actuando de manera 
sinérgica sobre el sustrato añadido.   
A la hora de estudiar la hidrólisis de la materia orgánica, son numerosos los trabajos 
que utilizan una única concentración saturante de sustrato (p. ej. Allison et al. 2012, 
Celussi y Negro 2012; Baña et al., 2020). Si bien es cierto que conocer la variabilidad 
de la actividad potencial es de gran interés, la caracterización cinética de las enzimas 
extracelulares secretadas en condiciones ambientales específicas permite establecer 
conexiones entre la expresión de las enzimas y la disponibilidad de sustrato 
(Sinsabaugh et al., 2014) y conocer, por tanto, el grado de adaptación de la comunidad 
bacteriana a la materia orgánica disuelta del ecosistema. Sin embargo, los estudios 
cinéticos son más bien escasos en la literatura, por lo que cabe preguntarse si no existe 
un importante déficit en conocimiento a este respecto.  
Asimismo, a la hora de determinar los parámetros cinéticos, es habitual ajustar la curva 
respuesta a la ecuación de Michaelis-Menten. Sin embargo, dado que la materia 
orgánica del agua de mar es una mezcla heterogénea de compuestos orgánicos y que 




diferente afinidad (Williams, 1973; Vrba et al., 1996), deberían considerarse modelos 
más complejos para la determinación de los parámetros cinéticos en muestras 
naturales (Vrba et al., 1996). Aunque esta aproximación metodológica ha sido utilizada 
en estudios con muestras de suelo (Nannipieri et al., 1982; Panikov et al., 1992; Marx 
et al., 2001; Tischer et al., 2015), son escasos y antiguos los estudios de cinéticas 
multifásicas de procesos de hidrólisis de la materia orgánica de alto peso molecular en 
sistemas acuáticos marinos (Talbot y Bianchi, 1997; Tholosan et al., 1999; Unanue et 
al., 1999). 
En lo que se refiere a los ecosistemas marinos, la franja costera representa la zona de 
transición donde la tierra y el mar abierto interactúan entre sí, por lo que 
frecuentemente se caracterizan por tener patrones hidrográficos locales y por ser 
regiones dinámicas, lo que las convierte en un objeto de estudio de gran interés (Hoppe 
et al., 2002). Es por ello por lo que actualmente se tiene conocimiento de sus dinámicas 
y son varios los estudios que apuntan hacia la variabilidad estacional en la producción 
primaria fitoplanctónica y en la composición de la comunidad bacteriana como 
importantes condicionantes de la degradación extracelular de la materia orgánica 
(Alldredge et al., 1995; Arrieta y Herndl, 2002; Teeling et al., 2012 y 2016; Baña et al., 
2020).  
Asimismo, son numerosas las investigaciones de actividades enzimáticas 
extracelulares realizadas en aguas superficiales del océano abierto (p. ej. Davey et al., 
2001; Misic et al., 2006; Ayo et al., 2017). De manera general, las medidas de actividad 
enzimática en aguas superficiales suelen ser superiores a las de aguas profundas 
(Nagata et al., 2010; Arnosti, 2011) y se han observado gradientes espaciales de 
actividad hidrolítica congruentes con la variabilidad espacial de la composición de las 
comunidades microbianas (Martiny et al., 2006; Pommier et al., 2007; Fuhrman et al., 
2008). Sin embargo, son muy escasos los estudios de actividades enzimáticas 
extracelulares en aguas de las zonas meso- y batipelágica del océano (Koike y Nagata, 
1997; Hoppe y Ullrich, 1999; Tamburini et al., 2002 y 2009; Baltar et al., 2009, 2010 y 
2013). Si tenemos en cuenta el enorme volumen de agua que abarcan, la falta de 
estudios realizados en aguas profundas limita notablemente la comprensión del 
funcionamiento de los ciclos biogeoquímicos del océano (Arístegui et al., 2009).  
En contraposición a las aguas superficiales, donde existe una amplia disponibilidad de 
materia orgánica utilizable (Benner y Amon, 2015), la materia orgánica del océano 




del nitrógeno frente al carbono durante su descenso por la columna de agua (Benner, 
2002) y que se atribuye principalmente a la actividad enzimática bacteriana (Baltar et 
al. 2013; Zhiao et al., 2020). La transformación microbiana de la materia orgánica a lo 
largo de la columna de agua, que deriva en la producción de compuestos recalcitrantes 
Jiao et 
al., 2010) y está descrita como uno de los principales procesos de secuestro de carbono 
en el océano. Este paradigma ha sido recientemente cuestionado por Arrieta et al. 
(2015), que demostraron que el océano profundo contiene una gran variedad de 
pequeñas moléculas (200-700 Da) presentes en concentraciones muy bajas, lo que hace 
que la inversión energética necesaria para su captación y degradación no sea rentable 
a nivel celular.  
Teniendo en cuenta ambas premisas, no dejan de ser asombrosos, por un lado, los altos 
niveles de actividad enzimática total y por célula medidos en la zona batipelágica del 
océano y, por otro lado, la mayor contribución de la fracción disuelta a la actividad 
total en aguas profundas que en aguas superficiales (Baltar et al. 2009, 2010 y 2013). 
Todos estos resultados conducen al planteamiento de nuevas hipótesis y ponen de 
manifiesto la necesidad de realizar un estudio en profundidad de las actividades 
hidrolíticas en distintas masas oceánicas desde la capa fótica hasta la zona batipelágica 
y de los factores que determinan su actividad.   
3. Efecto de la temperatura en la actividad 
enzimática extracelular 
El aumento antropogénico de las emisiones de los gases de efecto invernadero 
(predominantemente CO2) ha generado una serie de cambios a escala global, entre los 
que se incluye el aumento generalizado de la temperatura (Sarmento et al., 2010). En 
concreto, la temperatura del océano superficial ha aumentado alrededor de 1 °C desde 
1900 y se prevé un incremento progresivo de entre 1 y 3 °C a lo largo del siglo XXI 
(Collins et al., 2013), provocando una cascada de cambios en el funcionamiento del 
océano global. En particular, se han encontrado evidencias de la expansión de los giros 
subtropicales oceánicos y, a consecuencia de ello, de las áreas oligotróficas del océano 
(Polovina et al., 2008 y 2011). Asimismo, el aumento de la temperatura también reduce 




una reducción en el flujo de nutrientes e incide aún más en la oligotrofización del 
océano (Sarmiento et al., 2004). 
La temperatura está considerada como un importante factor regulador de la actividad 
microbiana en los sistemas acuáticos, ya que afecta a la velocidad a la que ocurren la 
mayor parte de los procesos químicos y biológicos (Iriberri et al., 1985; Brown et al., 
2004). El efecto de la temperatura se puede caracterizar mediante la energía de 
activación (Ea), que es el parámetro que describe la sensibilidad intrínseca a la 
temperatura de una reacción bioquímica concreta (Arrhenius, 1889) y su valor se 
deduce a partir de la pendiente de la ecuación de Arrhenius. 
Son numerosos los trabajos publicados analizando el efecto del aumento de 
temperatura sobre los distintos procesos microbianos en el medio marino. Gran parte 
de ellos se han centrado en los microorganismos fotosintéticos y la producción 
primaria (Morán et al., 2010; Chavez et al., 2011), pero son más escasos los trabajos 
sobre el efecto en la comunidad microbiana heterótrofa. En el caso de los procariotas, 
se ha estudiado principalmente el efecto del aumento de temperatura sobre los 
procesos de producción (Apple et al., 2006; Huete-Stauffer et al., 2015) y respiración 
(Apple et al., 2006; Vázquez-Domínguez et al., 2007; Regaudie-De-Gioux y Duarte, 
2012). Adicionalmente, los resultados obtenidos parecen indicar que el aumento de 
temperatura tiene un mayor efecto sobre los procesos microbianos heterótrofos con 
respecto a los procesos autótrofos (López-Urrutia 2006; Regaudie-de-Gioux, 2012; 
Lara et al., 2013; Vaquer-Sunyer et al., 2013).  
Sin embargo, la sensibilidad a la temperatura de la hidrólisis de la materia orgánica de 
alto peso molecular aún no ha sido analizada en profundidad, lo que genera 
incertidumbre en torno a cómo se van a ver alterados los ciclos biogeoquímicos del 
océano debido al calentamiento progresivo de las aguas. En lo que respecta a las 
actividades enzimáticas extracelulares, apenas existen trabajos y la mayoría de ellos se 
han centrado en sistemas árticos (Vetter y Deming, 1994 y referencias en este 
documento; Piontek et al., 2014), lo que contrasta con la amplia bibliografía existente 
para sistemas terrestres (Trasar-Cepeda et al., 2007; Wallenstein et al., 2009; German 
et al., 2012; Stone et al., 2012; Steinweg et al., 2013; Koyama et al., 2013; Bárta et al., 
2014).  
Aunque es evidente el papel crucial de los microorganismos dentro de un contexto de 
cambio climático, rara vez son objeto de debate y no se tienen en cuenta en la 




incertidumbre en torno a cómo afectará un incremento progresivo de la temperatura 
a la biodiversidad de las comunidades microbianas y, en consecuencia, a las actividades 
fisiológicas que llevan a cabo y las interacciones con la materia orgánica disuelta del 
océano futuro (Moran et al., 2016). Por tanto, resulta imprescindible generar un mayor 
conocimiento a este respecto, dado que la capacidad de adaptación de los 
microrganismos a los nuevos nichos ecológicos que surjan condicionará a su vez la 












  CAPÍTULO 2 
13 
 
El objetivo principal de esta tesis es obtener conocimientos sobre la distribución de las 
actividades enzimáticas extracelulares tanto en aguas oceánicas de superficie y de la 
zona batipelágica como en aguas costeras, así como comprender los factores que 
influyen en su variabilidad, combinando diferentes aproximaciones metodológicas. En 
el contexto actual de cambio climático, se ha dedicado especial atención a analizar el 
efecto que el incremento de la temperatura tendrá sobre este proceso heterótrofo y las 
posibles consecuencias para el funcionamiento de los ciclos biogeoquímicos del 
océano. Para el estudio de la actividad enzimática en aguas oceánicas y el efecto de la 
temperatura se utilizó la base de datos de los océanos Atlantico, Índico y Pacífico 
(tropical y subtropical) generada a lo largo de la Expedición de Circunnavegación 
Malaspina 2010. El análisis de la variabilidad estacional de los parámetros cinéticos de 
leucina aminopeptida - -glucosidasa se realizó durante tres 
anualidades en la estación costera de Armintza (Bizkaia) que el grupo de investigación 
Microbios marinos (UPV/EHU) viene monitorizando desde 2011. 
A continuación, se indican los objetivos específicos: 
1. Identificar el modelo que mejor describe la cinética de las actividades leucina 
- -glucosidasa en aguas superficiales de la costa de 
Bizkaia durante tres anualidades e interpretar su relevancia ecológica. 
 
2. Caracterizar la variación estacional de los parámetros cinéticos de leucina 
- -glucosidasa en aguas superficiales costeras de la 
costa de Armintza (Bizkaia) y su relación con los productores primarios y con los 
cambios en la composición de la comunidad bacteriana. 
 
3. -
glucosidasa, leucina aminopeptidasa y fosfatasa alcalina en aguas superficiales del 
océano en un gradiente latitudinal mediante la estimación de la energía de 
activación (Ea). Los datos obtenidos posibilitarán simular el incremento de las 
velocidades de hidrólisis en escenarios de calentamiento global y evaluar los 
posibles cambios en la estequiometría de los productos liberados y, 
consecuentemente, en el estado trófico de la zona eufótica del océano. 
 
4. Analizar comparativamente la actividad leucina aminopeptidasa en las zonas 
epipelágica y batipelágica en el océano y relacionar su variabilidad con el contexto 
ecológico particular de cada zona. El análisis contempla determinar los niveles de 
Objetivos de la tesis. 
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actividad potencial total y disuelta, los parámetros cinéticos y su respuesta al 
incremento de temperatura en estos dos ecosistemas tan diferenciados. 
 
5. Determinar la estabilidad de las enzimas disueltas leucina aminopeptidasa en aguas 
superficiales del océano a distintas temperaturas con el fin de predecir la 
persistencia de su actividad y evaluar su posible contribución a la actividad 





  3 
Desarrollo de los objetivos 1 y 2: 
Dinámicas temporales de los parámetros 
cinéticos de las actividades enzimáticas leucina 







1. JUSTIFICACIÓN y OBJETIVOS 
La materia orgánica de alto peso molecular no es directamente accesible para los 
procariotas, ya que su tamaño impide el transporte a través de las envolturas celulares 
(Chróst, 1991; Arnosti, 2003). Las bacterias heterótrofas, mediante la síntesis de 
enzimas extracelulares, son capaces de transformar esta materia en compuestos de bajo 
peso molecular (<600 Da) de modo que ya pueden ser incorporados por las células 
mediante difusión pasiva (Decad y Nikaido, 1976) o principalmente transporte activo 
mediante porinas (Weiss et al., 1991). Este proceso heterótrofo llevado a cabo por las 
bacterias es un importante mecanismo de transformación de la materia orgánica 
disuelta y resulta esencial en la regulación de la regeneración de nutrientes inorgánicos 
y flujo de carbono a través de la red trófica microbiana (Azam y Cho, 1988).  
La actividad enzimática extracelular en sistemas acuáticos ha sido ampliamente 
determinada tanto utilizando sustratos fluorogénicos (Hoppe, 1983; Somville y Billen, 
1983) como sustratos marcados con fluorescencia (Pantoja et al., 1997; Arnosti, 2000). 
Asimismo, son numerosos los trabajos que utilizan una única concentración saturante 
de sustrato (Vsat) para caracterizar el comportamiento enzimático en estudios de 
campo (Obayashi y Suzuki, 2008; Allison et al., 2012; Celussi y Negro, 2012; Baña et 
al., 2020), experimentos con micro- y mesocosmos (Alldredge et al., 1995; Unanue et 
al., 1998; Pinhassi et al., 1999; Azúa et al., 2003) y a lo largo de la columna de agua 
(Misic et al., 2006; Baltar et al., 2009 y 2010).  
Por el contrario, existen relativamente pocos estudios cinéticos de las actividades 
enzimáticas extracelulares y suelen restringirse a muestreos que abarcan un período de 
corta duración (menos de un año de seguimiento). Sin embargo, la determinación de 
los parámetros cinéticos en condiciones medioambientales específicas resulta de gran 
interés dado que aporta información acerca del grado de adaptación de la comunidad 
bacteriana en la utilización de la materia orgánica disuelta del ecosistema y, por tanto, 
permite establecer conexiones entre la expresión de las enzimas y la disponibilidad de 
sustrato (Sinsabaugh et al., 2014). 
En la zona eufótica de los sistemas costeros, son varios los mecanismos de producción 
de materia orgánica disuelta descritos y, entre todos ellos, la producción autóctona por 
parte del fitoplancton representa la fuente primaria más importante para la comunidad 
bacteriana (Baines y Pace, 1991; Myklestad, 2000). Dada la naturaleza compleja y 
heterogénea de la materia orgánica disuelta y teniendo en cuenta que un mismo 
sustrato puede ser hidrolizado por distintas isoenzimas con diferente afinidad 
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(Williams, 1973; Vrba et al., 1996), resulta improbable que el comportamiento 
enzimático esté bien caracterizado en función del modelo de Michaelis-Menten 
-enzima-
complejos para la determinación de los parámetros cinéticos en muestras naturales 
(Vrba et al., 1996; Talbot y Bianchi, 1997; Tholosan et al., 1999; Unanue et al., 1999). 
Con todo lo mencionado anteriormente, se han planteado dos objetivos para este 
capítulo. El primero ha sido la determinación, mediante el ajuste a modelos de distinta 
complejidad, de los parámetros cinéticos de las actividades enzimáticas extracelulares 
(C - -glucosidasa en aguas 
superficiales de la estación costera Armintza (Bizkaia). Estas actividades enzimáticas 
han sido elegidas debido a que los péptidos y carbohidratos constituyen la fracción 
mayoritaria de materia orgánica disuelta en el océano y tienen un papel fundamental 
en el crecimiento bacteriano en aguas oceánicas (Münster y Chróst, 1990). El segundo 
objetivo ha sido caracterizar la variabilidad de los parámetros cinéticos a lo largo del 
ciclo estacional durante tres anualidades. Partiendo de la hipótesis de que los cambios 
en la disponibilidad de materia orgánica y/o en la composición de la comunidad 
bacteriana tienen un efecto en el conjunto de enzimas secretadas, se han analizado las 
correlaciones contemporáneas y desplazadas en el tiempo entre los parámetros 
cinéticos y los productores primarios del ecosistema y los grupos filogenéticos más 
relevantes de la comunidad bacteriana. La representación de las correlaciones 
resultantes en mapas de relaciones permite profundizar en la relación de 
acontecimientos que tienen lugar dentro de las dinámicas complejas de un ecosistema 
natural (Ruan et al., 2006). 
2. MATERIAL Y MÉTODOS 
La determinación de los parámetros cinéticos de las actividades enzimáticas 
ex - -glucosidasa y su variabilidad 
a lo largo del ciclo estacional se llevó a cabo siguiendo la siguiente estrategia de trabajo 





Figura 1: Esquema general de la estrategia de trabajo utilizada para la determinación de 
los parámetros cinéticos de las actividades enzimáticas extracelulares leucina 
- -glucosidasa, su variabilidad a lo largo del ciclo 
estacional y su relación con factores ambientales.  
 
2.1 Área de estudio y toma de muestras 
Entre febrero de 2011 y septiembre de 2013 se recogieron con periodicidad mensual 
un total de 27 muestras. Debido a condiciones climatológicas adversas, no hubo 
recogida de muestras en diciembre 2011, septiembre 2012 y enero y mayo 2013. Los 
muestreos se realizaron entre las 9:00-9:30 de la mañana (hora local) en la estación 
costera de Armintza (43°44' N, 2°90' O), situada en la zona oriental del Mar Cantábrico 
(Figura 2). La estación se encuentra a 500 m de la línea de costa, tiene 
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aproximadamente 15-18 metros de profundidad, y se considera poco influida por 
descargas fluviales directas con aportes de origen antrópico.  
 
Figura 2: Localización geográfica de la estación costera de Armintza (43°44' N, 2°90' O), 
situada en la zona oriental del Mar Cantábrico.  
Las muestras de agua de superficie se recogieron con un recipiente de 10 litros de 
polietileno y se prefiltraron in situ por 100 µm para eliminar zooplancton. Una vez 
almacenadas en bidones de 10 litros, las muestras se mantuvieron en oscuridad y en 
frío y fueron transportadas hasta el laboratorio del grupo Microbios Marinos de la 
UPV/EHU para su análisis. Todo el material había sido previamente lavado con ácido 
clorhídrico al 1 % y aclarado con agua Milli-Q. 
 
2.2 Actividades enzimáticas extracelulares 
2.2.1 Preparación de las muestras y los reactivos 
El volumen de agua necesario para realizar la medición de las actividades enzimáticas 
extracelulares se recogió en una botella opaca quemada a 400 °C durante 4 horas. 
Las velocidades de hidrólisis se determinaron mediante el uso de sustratos 
fluorogénicos (Hoppe, 1983). Los sustratos análogos fueron de hidrocloruro de L-
Leucina-7-amido-4-metilcumarina, 4-metilumbeliferil- -D-glucopiranósido y 4-




potenciales de leucina aminopeptidasa (LAP), - -
respectivamente. Las unidades de fluorescencia se trasformaron en concentración de 
producto liberado mediante rectas de calibrado de 7-amino-4-metilcumarina para 
LAP y 4-metilumbeliferona 
fueron preparadas disolviendo el producto en polvo en metanol al 40 % y se guardaron 
congeladas (-35 °C) y en oscuridad hasta su uso. 
Las soluciones de trabajo de los reactivos se prepararon en una microplaca el mismo 
día del ensayo cinético mediante diluciones seriadas a la mitad con agua Mili-Q. Se 
añadieron 10 µl de cada dilución a 240 µl de muestra de agua de mar con el objetivo de 
conseguir en cada pocillo las 12 concentraciones experimentales finales deseadas, que 
estuvieron en el rango de 0-400 µM para LAP y 0-
mismo procedimiento para conseguir las concentraciones finales de producto en las 
rectas de calibrado, que fueron de 0-1000 nM para MCA y 0-500 nM para MUF. 
Los ensayos se llevaron a cabo en microplacas negras de 96 pocillos (Nunc) que se 
midieron en un espectrofluorímetro (Synergy 2, Biotek) en longitudes de onda de 365 
nm excitación/445 nm emisión. Las microplacas se incubaron a temperatura in situ y 
se realizaron medidas a lo largo de las siguientes 24 h de incubación, aunque en la 
mayoría de los casos, un tiempo de incubación de 3-6 h fue suficiente para detectar 
incrementos lineales significativos de fluorescencia. Las medidas se realizaron por 
cuadruplicado y se utilizaron submuestras sin sustrato para determinar la 
fluorescencia intrínseca de la muestra. Experimentos previos realizados con agua 
marina costera hervida demostraron que la hidrólisis abiótica de sustrato no era 
significativa.  
Los datos brutos fueron tratados a través del software de análisis de datos  y las 
velocidades de hidrólisis se expresaron como nanomoles de producto (MUF o MCA) 
liberado por litro y por hora (nM·h-1).  
Debido a errores en el procedimiento experimental, no se obtuvieron medidas 
enzimáticas de leucina aminopeptidasa en las muestras de julio 2011 y julio 2013. 
 
2.2.2 Determinación de los parámetros cinéticos 
La velocidad máxima de la reacción enzimática (Vmax, nM·h-1) y la constante de 
saturación de Michaelis (Km, µM), que indica la afinidad enzima-sustrato, fueron 
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calculadas mediante la regresión de mínimos cuadrados no lineales utilizando la 
función nls del paquete stats del software R (R Development Core Team, Austria). Para 
ello, se siguió la estrategia de trabajo propuesta por Vrba et al. (1996), basada en el 
ajuste progresivo a cuatro modelos cinéticos de las curvas respuesta obtenidas. Los 
cuatro modelos, ordenados según su complejidad son los siguientes:  
Modelo 1: representa un sistema monofásico en la región de orden 1 de la cinética: 
 
DondeV es la velocidad de hidrólisis de la reacción, Tt es el tiempo de recambio 
(equivalente al recíproco de la ratio Vmax/Km) y S es la concentración de sustrato. 
Modelo 2: representa un sistema monofásico que se ajusta a la ecuación convencional 
propuesta por Michaelis-Menten (Michaelis y Menten, 1913): 
 
donde Vmax es la velocidad máxima de la reacción obtenida a concentración saturante 
de sustrato y Km es la concentración de sustrato a la cual se obtiene ½ de Vmax.  
Modelo 3: representa un sistema bifásico, resultado de dos grupos de isoenzimas 
independientes con diferente afinidad por el sustrato y cuyas cinéticas se ajustan al 
modelo 2, para el sistema enzimático de alta afinidad (AA), y al modelo 1, para el de 
baja afinidad (BA), respectivamente: 
  
  
    
Modelo 4: representa un sistema bifásico, resultado de dos grupos de isoenzimas 
independientes con diferente afinidad por el sustrato y cuyas cinéticas se ajustan a la 
cinética de Michaelis-Menten. Los índices corresponden con el sistema enzimático de 
alta afinidad (AA) y baja afinidad (BA):  
 
La bondad del ajuste de cada uno de los modelos se examinó mediante el criterio de 
información de Akaike corregido (AICc), dado que la prueba F de Fisher tiene 




entre sí son similares, incluso cuando el modelo complejo es más correcto (Ludden et 
al., 1994; Glatting et al., 2007). El modelo más complejo fue considerado válido para 
un posterior análisis cuando mejoró de manera significativa el ajuste del modelo más 
simple, es decir, cuando se obtuvo un menor valor del AICc.  
La velocidad máxima específica (Vmax esp) se calculó dividiendo la velocidad máxima 
de la reacción enzimática por la densidad bacteriana (ver apartado 2.3. Otras variables 
del ecosistema) correspondiente a cada muestra. 
 
2.3 Otras variables del ecosistema 
2.3.1 Densidad celular bacteriana 
La densidad celular bacteriana se determinó mediante microscopía de epifluorescencia 
siguiendo el protocolo establecido por Porter y Feig (1980). En cada muestreo se 
tomaron volúmenes de 10 ml de agua de mar, y se fijaron con formalina tamponada 
con carbonato cálcico (concentración final 2 % v/v). Submuestras fijadas de 1 ml se 
tiñeron con DAPI (4´6´-diamidino-2- -1) 
durante 10-15 minutos en oscuridad y se filtraron a través de filtros negros de 
policarbonato de 25 mm y 0,22 µm de tamaño de poro. En cada filtro se contaron al 
menos 400 bacterias en 20 campos de microscopio escogidos al azar. La densidad 
celular bacteriana (cel·l-1) se calculó aplicando un factor de conversión específico del 
microscopio. 
2.3.2 Concentración de clorofila a 
Los datos de concentración de clorofila a (µg·l-1) se obtuvieron del satélite AQUA-
MODIS de la Administración Nacional de la Aeronáutica y del Espacio (NASA). En 
concreto, se utilizaron los ficheros de nivel 3 (L3) con una resolución espacial de 4 km 
x 4 km. Los ficheros se trataron con el paquete RNetCDF del software R (R 
Development Core Team, Austria). 
2.3.3 Densidad celular de cianobacterias 
La determinación de la densidad celular de los organismos fitoplanctónicos 
Synechococcus y Prochlorococcus se llevó a cabo con citometría de flujo siguiendo la 
técnica descrita por Marie et al. (1999). La muestra de agua natural sin fijar se analizó 
en un citómetro Becton-Dickinson FACScalibur equipado con un láser de emisión a 
488 nm. Para cada muestra, se realizó una calibración mediante el uso de una 
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suspensión de microesferas fluorescentes de 1 µm (105·ml-1). Las muestras se 
analizaron con flujo alto durante 10 minutos o hasta la adquisición de 100.000 eventos. 
La separación e identificación se realizó en función la dispersión lateral de la luz como 
aproximación al tamaño relativo de las células y la emisión de fluorescencia en los 
espectros de luz naranja (585/42 nm), indicador de la presencia de ficoeritrina, y rojo 
(670 nm), indicador de la presencia de clorofila. Por último, se sumaron las densidades 
celulares de Synechococcus y Prochlorococcus como una aproximación a la densidad 
de las cianobacterias. 
2.3.4 Composición de la comunidad bacteriana 
La composición de la comunidad bacteriana se determinó mediante la técnica CARD-
FISH siguiendo el protocolo establecido por Pernthaler et al. (2002). Se fijaron 25 ml 
de muestra de agua de mar con paraformardehído (concentración final 2 % v/v) y se 
mantuvieron durante 24 h a 4 °C en oscuridad. Tras este periodo, las muestras se 
con agua Milli-Q y se conservaron congelados (-20 °C).  
Para el procesamiento, los filtros se embebieron en agarosa de bajo punto de 
solidificación y se incubaron con lisozima durante 1 h a 37 °C. Los filtros se hibridaron 
con oligonucleótidos específicos marcados con peroxidasa de rábano (HRP). Las 
sondas utilizadas fueron: Eub338 (I) para detectar Eubacterias generales (Amann et al., 
1990), Eub338 (II y III) para detectar Planctomicetales y Verrucomicrobiales (Daims 
et al., 1999), SAR11-441R para detectar miembros del grupo SAR11, ROS537 para 
detectar miembros de Roseobacter y miembros de SAR83, Gam42a para detectar 
Gammaproteobacteria (Manz et al., 1992) y CF319a para detectar Bacteroidetes (Manz 
et al., 1996). La sonda Non338 (Wallner et al., 1993) se utilizó como control negativo. 
La incubación se llevó a cabo durante 2 h a 35 °C seguidas de 15 min de amplificación 
con Tiramida-Alexa488. La concentración de formamida en el tampón de hibridación 
fue específica para cada sonda: 55 % en todos los casos, con la excepción de Alf968 
(45 %) y Non338 (20 %). Por último, los filtros se tiñeron con DAPI y se contaron por 
microscopía de epifluorescencia. Las proporciones relativas de los distintos grupos se 





2.4 Tratamiento estadístico 
Las diferencias entre los parámetros cinéticos de los sistemas de alta y baja afinidad de 
las tres actividades enzimáticas extracelulares estudiadas fueron analizadas con el 
prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras pareadas (p 
estadísticos se llevaron a cabo con el programa IBM SPSS Statistics (versión 24) para 
Windows. 
Los datos experimentales de Vmax específica y Km se modelizaron mediante regresión 
local polinómica utilizando la función loess del paquete stats del software R (R 
Development Core Team, Austria) con el objetivo de eliminar ruido de fondo y poder 
encontrar patrones estacionales a lo largo del período de estudio. Tras un análisis 
previo del ajuste de ecuaciones polinómicas a los datos experimentales de los 
parámetros cinéticos y validado con el método AICc, se consideró ajustar las curvas a 
una ecuación polinómica de orden 1 con un período de 0,15. 
En la modelización posterior se excluyeron algunas muestras debido a que el valor 
anómalo de los parámetros cinéticos enmascaraba la detección de patrones 
estacionales. La muestra de febrero de 2011 se excluyó en el análisis de la Vmax específica 
de alta afinidad para - -glucosidasa y del análisis de Vmax específica de 
baja afinidad para leucina aminopeptidasa y -glucosidasa. Asimismo, se excluyó la 
muestra de septiembre de 2013 en el análisis de Km de leucina aminopeptidasa y -
glucosidasa. 
Las asociaciones entre las dinámicas temporales de los parámetros cinéticos de las 
actividades enzimáticas y las variables del ecosistema se analizaron mediante el 
Análisis de Similitud Local (LSA, Ruan et al., 2006). El LSA calcula correlaciones 
contemporáneas y desplazadas en el tiempo basándose en datos normalizados y 
ordenados en rangos. De esta forma, genera coeficientes de correlación, denominados 
local similarity correlations (ls), que son análogos al coeficiente de correlación de 
Spearman.  
En el análisis se incluyeron los parámetros cinéticos Vmax específica y Km de alta y baja 
afinidad de las tres actividades enzimáticas estudiadas junto con otras variables del 
ecosistema. Por un lado, se incluyeron la concentración de clorofila a y la densidad 
celular de cianobacterias como indicadores de cambios en el tipo de materia orgánica 
presente en el ecosistema a lo largo del ciclo estacional. Por otro lado, se incluyeron los 
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grupos filogenéticos más abundantes de la comunidad bacteriana a lo largo del ciclo 
estacional como representativos de la liberación de las distintas enzimas. 
La matriz de análisis estuvo compuesta por 32 filas y 18 columnas, siendo cada fila una 
muestra y cada columna una variable. En los casos concretos en los que no se disponía 
de datos, dado que las fechas de recogida de muestra estaban separadas entre sí por un 
período de un mes, se asumió un cambio gradual de las variables del ecosistema y se 
aplicó una interpolación lineal de los valores perdidos (Ruan et al., 2006).  
El análisis LSA se realizó con 1000 permutaciones y aceptando un desplazamiento 
máximo de un mes. Las asociaciones significativas (p 
para una interpretación posterior se eligieron según los siguientes criterios. Por un 
lado, el valor de la tasa de falso descubrimiento o valor Q, que por definición es la 
estimación de la fracción de falsos positivos cuando una correlación es declarada 
significativa, debía ser inferior a 0,05. Por otro lado, la longitud de las muestras 
alineadas debía ser superior a 16 muestras, lo que equivaldría a considerar aquellas 
asociaciones que tuvieron lugar en al menos la mitad de las muestras del estudio. De 
entre todas aquellas asociaciones que cumplieron estos requisitos, se eligió aquella con 
el mejor valor de correlación de similitud local (ls score) en la mayor longitud de 
secuencia posible. 
Las matrices de correlación resultantes se representaron en un mapa de relaciones 
utilizando el programa Cytoscape 3.7.2 (Shannon et al., 2003). 
3. RESULTADOS 
3.1 Determinación de los parámetros cinéticos  
La Figura 3 muestra los cuatro modelos utilizados para determinar los parámetros 
cinéticos de las tres actividades enzimáticas extracelulares estudiadas. De acuerdo con 
el criterio estadístico aplicado, el modelo 4 fue el que mejor se ajustó a las cinéticas de 
leucina aminopeptidasa (LAP) en todas las muestras analizadas (Tabla S2). En el caso 
de las glucosidasas, el modelo 4 también fue el más representativo (94 % de los casos), 
con las excepciones de las -glucosidasa 
-  (Tabla S2). Por lo tanto, 




ajustaron mejor al modelo 4 y pusieron de manifiesto la existencia de dos sistemas 
enzimáticos diferentes, de alta y baja afinidad, a lo largo de todo el estudio.  
 
Figura 3: Representación de los cuatro modelos utilizados para determinar los 
-
-glucosidasa (AA: alta afinidad; BA: baja afinidad). 
El sistema enzimático de alta afinidad prevaleció a bajas concentraciones de sustrato, 
en concreto <25 µM en el caso de LAP, <19 µM  y, por último, <38 µM 
Figura 4 y Tabla S3). En el caso de LAP, los dos sistemas enzimáticos se 
distinguieron claramente tanto en los valores de velocidad máxima específica (Vmax esp 
AA: 2-90 amol·cel-1·h-1 vs. Vmax esp BA: 116-1083 amol·cel-1·h-1 ) como en los valores de la 
constante de saturación de Michaelis (Km AA: 0,9-11 µM vs. Km BA: 143-983 µM) (prueba 
de Wilcoxon para muestras pareadas, n=26 y p  en todos los casos). No obstante, 
los parámetros cinéticos de LAP para el sistema de baja afinidad deben interpretarse 
con cautela, dado que el rango de concentraciones de sustrato utilizado en los ensayos 
cinéticos está muy alejado de las condiciones de saturación.  




Figura 4: Diagrama de cajas de los parámetros cinéticos Vmax específica (arriba) y Km 
(abajo) de las tres actividades enzimáticas extracelulares estudiadas: leucina 
- -
Los parámetros cinéticos se han distinguido en color claro para el sistema de alta afinidad 
(AA) y color oscuro para el sistema de baja afinidad (BA). En todos los casos se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los dos sistemas enzimáticos 
(prueba de Wilcoxon, p  
De la misma forma, los valores de los parámetros cinéticos de las glucosidasas también 
se distinguieron tanto por lo que respecta a la velocidad máxima (Vmax esp AA: 0,04-2,40 
amol·cel-1·h-1 vs. Vmax esp BA: 0,3-11,8 amol·cel-1·h-1 para  Vmax esp AA: 0,03-2,30 
amol·cel-1·h-1 vs. Vmax esp BA: 0,1-11,5 amol·cel-1·h-1 G) como a la Km (Km AA: 0,03-3 
µM vs. Km BA: 2-481 µM Km AA: 0,04-6 µM vs. Km BA: 12-
(prueba de Wilcoxon para muestras pareadas, n=25 y p 01 en todos los casos). En 
el caso de la Km del sistema de baja afinidad de las glucosidasas, algunos valores también 
excedieron la máxima concentración de sustrato añadida en el ensayo cinético (27 % 
del número total de muestras en G). En las escasas 
muestras en las que las ecuaciones de los modelos 2 y 3 fueron las que mejor 
modelizaron las curvas respuesta de velocidad de hidrólisis, las estimaciones de los 






3.2 Dinámicas temporales de las actividades enzimáticas 
extracelulares 
El comportamiento de las Vmax esp de las tres actividades enzimáticas estudiadas fue 
similar en ambos sistemas enzimáticos (Figura 5, A y C). Se observó un incremento de 
los valores de Vmax esp entre febrero y abril en las tres anualidades, que fue más acusado 
en los años 2012 y 2013. Una vez alcanzado su valor máximo, se observó un descenso 
en el que se restituyeron los valores previos al pico de actividad máxima y que se 
mantuvieron hasta finales de año. En el caso de la Km de los dos sistemas enzimáticos, 
el comportamiento no fue tan regular como en la Vmax esp. Sin embargo, se observaron 
picos simultáneos de la Km de alta afinidad de las tres actividades enzimáticas entre 
marzo-mayo de 2011 y julio-septiembre de 2011 y 2012 (Figura 5, B). Asimismo, se 
detectaron picos de la Km de baja afinidad entre febrero y abril de las tres anualidades 
(Figura 5, D). 
 
Figura 5: Dinámicas temporales de los parámetros cinéticos de las tres actividades 
-
-
datos experimentales de la Vmax específica (A y C) y la Km (B y D) junto con las curvas 
obtenidas utilizando la función loess para una ecuación polinómica de orden 1 y período 
0,15. 
Las correlaciones estudiadas mediante el análisis LSA entre los parámetros cinéticos 
de las tres actividades enzimáticas extracelulares se presentan en la Figura 6 (ver 
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también Tabla S4). De manera general, se encontró una correlación positiva entre las 
Vmax esp y Km de un mismo sistema enzimático. Las excepciones fueron el sistema de 
baja afinidad de LAP y el sistema de 
correlación significativa.  
 
Figura 6: Mapa de relaciones entre los parámetros cinéticos de las tres actividades 
enzimáticas extracelulares estudiadas. Los nodos indican las actividades enzimáticas 
- -
amarillo). Los parámetros cinéticos se han distinguido en color claro para el sistema de 
alta afinidad (AA) y color oscuro para el sistema de baja afinidad (BA). Las líneas que 
unen los nodos indican si el tipo de correlación ha sido contemporánea (línea sólida) o 
desplazada en el tiempo 1 mes (flecha con línea discontinua). El color de las líneas 
diferencia si la correlación es positiva (negro) o negativa (rojo) y el grosor de la línea 
diferencia el rango de valores del coeficiente de correlación (ver leyenda).  
Se observó una correlación positiva y contemporánea entre las Vmax específicas de alta 
y baja afinidad para cada actividad enzimática. Por el contrario, no se detectaron 
correlaciones entre las Km de alta y baja afinidad para ninguna de las actividades 
enzimáticas estudiadas. Asimismo, se observaron correlaciones positivas y 
contemporáneas entre las Vmax específicas de las tres actividades enzimáticas y, en 
- y 




correlación entre las Km de las distintas actividades enzimáticas, a excepción de la 
correlación positiva entre las de las glucosidasas de alta afinidad. 
3.3 Dinámicas temporales de los productores primarios del 
ecosistema 
El análisis de la concentración de clorofila a y de la densidad celular de Synechococcus 
y Prochlorococcus puso de manifiesto la existencia de dos blooms de fitoplancton 
recurrentes y claramente separados en el tiempo. Al principio de la primavera, se 
observaron picos en la concentración de clorofila a que se prolongaron entre 1-2 meses 
y a finales de verano se observaron picos de la densidad de las cianobacterias que se 
prolongaron hasta principios del otoño (Figura 7 y Tabla S5). 
 
Figura 7: Variabilidad de la concentración de clorofila a (chl a, negro) y de la densidad 
celular de cianobacterias (cian, gris) a lo largo del período de estudio.  
Los resultados obtenidos de las correlaciones entre los parámetros cinéticos y la 
concentración de clorofila a (como aproximación de la abundancia de fitoplancton 
eucariota) y la densidad de las cianobacterias se presentan en la Figura 8 (ver también 
Tabla S6). Tanto en el caso de la leucina aminopeptidasa como de las actividades 
glucosidasa, se observó una correlación positiva entre la concentración de clorofila a y 
la Vmax específica para los dos sistemas enzimáticos (Figura 9). Además, en todos los 
casos, el mejor resultado se obtuvo con un mes de desplazamiento, lo que indica que 
la variación de la Vmax específica de las tres actividades enzimáticas se produce un mes 
después de la variación en la concentración de clorofila a. En lo que respecta a las Km, 
los resultados obtenidos mostraron una relación positiva entre la concentración de 
clorofila a respectivamente. En el caso de 
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m de ambos sistemas 
enzimáticos. 
 
Figura 8: Mapa de relaciones entre los parámetros cinéticos Vmax específica (A) y Km (B) 
de las tres actividades enzimáticas extracelulares estudiadas y las siguientes variables del 
ecosistema: concentración de clorofila a (chla, µg·l-1) y densidad celular de cianobacterias 
(cian, cel·l-1). Los nodos indican las actividades enzimáticas leucina aminopeptidasa (LAP, 
- -
ecosistema (negro). Los parámetros cinéticos se han distinguido en color claro para el 
sistema de alta afinidad (AA) y color oscuro para el sistema de baja afinidad (BA). Las 
líneas que unen los nodos indican si el tipo de correlación ha sido contemporánea (línea 
sólida) o desplazada en el tiempo 1 mes (flecha con línea discontinua). El color de las 
líneas diferencia si la correlación es positiva (negro) o negativa (rojo) y el grosor de la 




Por el contrario, todas las correlaciones entre la densidad de cianobacterias y las Vmax 
específicas de alta y baja afinidad de las tres actividades enzimáticas fueron negativas 
(Figura 8 y Tabla S6), contemporáneas para los dos sistemas de LAP y el sistema de 
-1), lo que 
indica que los cambios en la abundancia de cianobacterias ocurren simultáneamente 
o con anterioridad a la variación en las Vmax esp. En lo que respecta a las Km, solamente 
celular de las cianobacterias, mientras que fue negativa en el resto de los casos.  
 
Figura 9: Representación de las Vmax específicas de leucina aminopeptidasa (LAP, A y 
- -
a durante el período de estudio. Se han representado únicamente aquéllas muestras que 
mostraron correlación para las dos variables analizadas. A la izquierda se pueden ver los 
resultados del sistema de alta afinidad y a la derecha los del sistema de baja afinidad.  
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3.4 Dinámicas temporales de la composición de la comunidad 
bacteriana del ecosistema 
El análisis de los principales grupos filogenéticos detectados mediante CARD-FISH en 
la estación de Armintza reveló la alternancia en la dominancia de los grupos 
Bacteroidetes, más abundante entre abril y finales del verano, y SAR11, más 
abundantes entre octubre y principios de la primavera (Figura 10A y Tabla S5). El 
grupo de las Gammaproteobacteria mostró una tendencia menos marcada, pero por 
lo general con mayores abundancias en los meses estivales (Figura 10B y Tabla S5); 
por último, el grupo Roseobacter, menos abundante a lo largo del estudio, mostró 
picos de abundancia entre los meses de febrero y abril. 
 
Figura 10: Variabilidad a lo largo del período de estudio de los principales grupos filogenéticos 
detectados en la estación de Armintza: (A) Bacteroidetes (BTRD, naranja) y SAR11 (SAR11, 
azul) y (B) Gammaproteobacteria (GAM, granate) y Roseobacter y miembros de SAR83 (ROS, 
morado). 
Las correlaciones detectadas entre los parámetros cinéticos y los grupos filogenéticos 
más abundantes de la comunidad bacteriana a lo largo del ciclo estacional se presentan 
en la Figura 11 (ver también Tabla S6). Cabe resaltar que en la gran mayoría de los 
casos las correlaciones obtenidas fueron sin desplazamiento. En lo que se refiere a los 




el grupo Bacteroidetes y los parámetros cinéticos de leucina ami -
glucosidasa, así como con la Vmax -glucosidasa; sin embargo, 
En contraposición, se observó el comportamiento opuesto con el grupo SAR11, ya que 
se encontraron correlaciones negativas entre la abundancia de este grupo filogenético 
y los parámetros cinéticos de las enzimas glucosidasa y las Vmax esp de LAP, tanto del 
sistema de alta afinidad como el de baja afinidad.  
 
Figura 11: Mapa de relaciones entre los parámetros cinéticos Vmax específica (A) y Km (B) de 
las tres actividades enzimáticas extracelulares estudiadas y la abundancia relativa de los grupos 
filogenéticos Bacteroidetes (btrd, %), SAR11 (sar11, %), Roseobacter y miembros de SAR83 
(ros, %) y Gammaproteobacteria (gam, %). Los nodos indican las actividades enzimáticas 
-gluc -
amarillo) y los grupos filogenéticos (negro). Los parámetros cinéticos se han distinguido en 
color claro para el sistema de alta afinidad (AA) y color oscuro para el sistema de baja afinidad 
(BA). Las líneas que unen los nodos indican si el tipo de correlación ha sido contemporánea 
(línea sólida) o desplazada en el tiempo 1 mes (flecha con línea discontinua). El color de las 
líneas diferencia si la correlación es positiva (negro) o negativa (rojo) y el grosor de la línea 
diferencia el rango de valores del coeficiente de correlación (ver leyenda).  
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En lo que se refiere al grupo de las Gammaproteobacteria, por un lado, se detectaron 
correlaciones positivas con los parámetros cinéticos de las enzimas glucosidasa y, por 
el otro lado, se observaron correlaciones negativas con los parámetros cinéticos del 
sistema de alta afinidad de LAP y la Vmax esp de baja afinidad. En este caso, no se detectó 
-glucosidasa. Por último, se 
encontraron correlaciones positivas entre el grupo Roseobacter y todas las Vmax esp de 
las tres actividades enzimáticas estudiadas, así como correlación negativa con las Km 


















Tabla S1. Revisión bibliográfica de estudios cinéticos de las -D- -
D-glucosidasa realizados en la zona eufótica de sistemas marinos. Los valores de Vmax y Km se han resumido respetando el formato original (valor 
único, rango de valores o media ± desviación estándar). 
Sistema Referenciaa Muestreo Modelo Análisisb Sustratoc Conc. (µM) (nº)  Vmax (nM·h-1) Km (µM) 
Mar del Norte 1 Jun 1981 Simple r.n.l.  0-1000 (6) 150 ~100 
Mar Báltico 2 
Nov 1989 y May 
1990 
Simple r.n.l. MCA-LAP 12,5-200 (5) ~1000 206±12 
Mar del Caribe 3 Nov 1991 Simple LB MCA-LAP 0,1-25 (7) 608 0,59 
       493 47,6 
Mar del Norte 4 Jul 1992 Simple r.n.l. MCA-LAP 19,9-454 (5) 463±13 31±3 
Océano Ártico 5 Sep 1989 y Sep 1991 Simple r.n.l. MCA-LAP 5-250 (?) 1,1 3,3 
       11,3-51,2 28,6-83,3 
Océano Atlántico 6 
08/08/1994 y 
05/07/1995 
Simple LB LYA-ala2 0,03-2,5 (?) 0,3 0,095±0,03 
     LYA-ala4 0,05-1,5 (?) 333 0,487±0,088 
Mar Mediterráneo 7 Nov-Dic 1995 Varios r.n.l. MCA-LAP 0,001-500 (15-22) 1,71±0,24 2,34±0,14 
       4,38±0,171 26,7±8,80 
Océano Atlántico 8 14-24 Jul 1993 Simple r.n.l. MCA-LAP 0,1-10 (?) 40-200 0,7-4,7 
Océano Pacífico 9 Ago 1996-Nov 1997 Simple HW MCA-LAP 2,5-40 (5) 23 -1017 11-43 
Océano Atlántico 10 Jun 1996 Simple r.n.l. MCA-LAP 1-1000 (6) 88 70 
Océano Antártico 11 Nov-Dic 94 Simple LB MCA-LAP 1-100 34 ± 12 1 
Dinámicas temporales de los parámetros cinéticos de las actividades enzimáticas. 
40 
 
Mar Mediterráneo 12 Apr y Sep 2000 Simple r.n.l. MCA-LAP 0,05-5 (8) 1,79 ± 0,22 0,16-0,52 
       1,44 ± 0,17 0,34-1,13 
Mar Cantábrico 13 Ene-May 1997-1998 Simple r.n.l. MCA-LAP 5-500 (7) 1645 170 ± 10 
Océano Atlántico 14 Abr 2004-May 2005 Simple LB MCA-LAP 1-200 (4) 443 
 
66 
       168 35 
       202-288 22-28 
Océano Atlántico 
subtropical 
15 Nov-Dic 2006 Simple LB y HW MCA-LAP 0,6-1200 (12) 9 400 
       11 500 
Mar Adriático 16 
Dic 2002-May 2004 
y Feb 2008 
Simple LB MCA-LAP 0,1-20 (?) 0,005-0,05 0,41-9,51 
Océano Atlántico 
subtropical 
17 Dic 2007-Ene 2008 Simple LB y HW MCA-LAP 0,98-2000 (12) 7 150 
Mar Mediterráneo 18 Feb-Nov 2007 Simple LB MCA-LAP 12,5-200 (5) 122±47 13±4 
       270±77 11±2 
       115±31 16±6 
Mar Cantábrico Este estudio Feb 2011-Sep 2013 Varios r.n.l. MCA-LAP 0-400 (12) 3-34 1-11 
       175-452 143-983 
Mar del Norte 19 n.d. Simple HW MUF-  0,04-0,3 (5) n.d. 0,01 
Mar Báltico 2 
Nov 1989 y May 
1990 
Simple r.n.l. MUF-  12,5-200 (5) 5,1±4,8 20±2 




Océano Ártico 5 Sep 1989 y Sep 1991 Simple r.n.l. MUF-  5-250 (?) n.d. n.d. 
       4-9 14-40 
Mar Adriático 20 Microcosmos Simple r.n.l. MUF-  0,25-500 (8) n.d. 0,04±1,98 
Mar Mediterráneo 7 Nov-Dic 1995 Varios r.n.l. MUF-  0,001-500 (15-22) 0,09±0,03 1,27±0,79 
       0,62±0,02 79±11 
Océano Atlántico 10 Jun 1996 Simple r.n.l. MUF-  1-1000 (6) n.d. n.d. 
Océano Antártico 11 Nov-Dic 94 Simple LB MUF-  1-100 0,28 ± 0,08 0,13 
Mar del Norte 21 Abr-Jun 1999 Simple r.n.l. R-  0,1-200 (11) 0,06-19 12-98 
Mar Cantábrico 13 Ene-May 1997-1998 Simple r.n.l. MUF-  0,1-350 (8) 12 1,4 ± 1,2 
Océano Atlántico 14 Abr 2004-May 2005 Simple LB MUF-  1-200 (4) 9 12 
       5 21 
       8,6-9,2 17-21 
Mar Adriático 16 
Dic 2002-May 2004 
y Feb 2008 
Simple LB MUF-  0,1-10 (?) 0,0006-0,009 0,29-1,16 
Mar Cantábrico Este estudio Feb 2011-Sep 2013 Varios r.n.l. MUF-  0-300 (12) 0,04-1,06 0,03-3,01 
       0,4-8,4 1,8-481 
Mar del Norte 19 n.d. Simple HW MUF-  0,04-0,3 (5) n.d. 0,01 
Mar Adriático 20 Microcosmos Simple r.n.l. MUF-  0,25-500 (8) n.d. 0,06±1,01 
Mar Mediterráneo 7 Nov-Dic 1995 Varios r.n.l. MUF-  0,001-500 (15-22) 0,06±0,01 1,18±0,52 
       0,51±0,02 129±8 
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Océano Atlántico 10 Jun 1996 Simple r.n.l. MUF-  1-1000 (6) n.d. n.d. 
Mar Cantábrico 13 Ene-May 1997-1998 Simple r.n.l. MUF-  0,1-350 (8) 12 0,9 ± 0,5 
Océano Atlántico 14 Abr 2004-May 2005 Simple LB MUF-  1-200 (4) 8 26 
       6 61 
       6,6-7,2 32-41 
Mar Cantábrico Este estudio Feb 2011-Sep 2013 Varios r.n.l. MUF-  0-300 (12) 0,04-0,66 0,04-6 
       0,2 - 8,0 12-486 
Notas. Conc (nº): rango de concentración de sustrato utilizada en el estudio (número total de concentraciones de sustrato); n.d.: no hay datos. 
a 1. Somville y Billen (1983); 2. Chróst y Velimirov (1991); 3. Rath et al. (1993); 4. Chróst y Riemann (1994); 5. Saliot et al. (1996); 6. Pantoja et al. 
(1997); 7. Unanue et al. (1999); 8. Ammerman y Glover (2000); 9. Patel et al. (2000); 10. Davey et al. (2001); 11. Misic et al. (2002); 12. Tamburini 
et al. (2002); 13. Azúa et al. (2003); 14. Williams y Jochem (2006); 15. Baltar et al. (2009); 16. Caruso (2010); 17. Baltar et al. (2010); 18. Misic et 
al. (2011); 19. Somville (1984); 20. Agis et al. (1998); 21. Arrieta y Herndl (2002). 
b Abreviaturas análisis: r.n.l.: regresión no lineal; LB: Lineweaver-Burk; HW: Hanes-Woolf. 
c -Leucil- -naftilamida; MCA-LAP: L-Leucina-7-amido-4-metilcumarina; LYA-ala2 y LYA-ala4: Amarillo de 







Tabla S2. Resumen de los valores de la bondad del ajuste de cada uno de los modelos calculado mediante el criterio de información de Akaike 
corregido (AICc). Se ha resaltado con fondo gris el modelo considerado válido para un posterior análisis. 
Muestra Leucina aminopeptidasa -glucosidasa -glucosidasa 
 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 
Feb11 310 n.c. 301 259 64 11 -4 -30 73 54 56 35 
Mar11 343 268 n.c. 262 8 -25 -13 -49 68 7 48 -70 
Abr11 410 333 402 251 114 28 101 -17 95 21 76 -26 
May11 327 264 n.c. 165 115 53 97 16 -8 n.c. -26 -39 
Jun11 n.c. 287 363 240 78 14 57 -55 47 13 5 -76 
Ago11 264 n.c. 267 239 -59 -112 -68 -171 -67 -120 -86 -140 
Sep11 265 n.c. 256 205 -8 -78 -29 -114 0 -45 -11 -50 
Oct11 313 n.c. 314 268 -8 -28 -8 -20 -50 -106 -70 -121 
Nov11 319 n.c. 323 281 -28 -104 -28 -99 -105 n.c. -160 -152 
Ene12 261 n.c. 254 217 -33 -147 -38 -167 -57 -111 -70 -121 
Feb12 310 n.c. 311 266 -52 -128 -61 -183 -113 -167 -151 -195 
Mar12 366 282 354 270 40 -36 36 -53 -31 -44 -58 -61 
Abr12 402 272 405 282 88 34 66 -37 51 13 21 -83 
May12 371 n.c. 370 302 49 -36 31 -146 44 -3 15 -53 
Jun12 440 380 n.c. 356 115 13 81 -70 n.d. n.d. n.d. n.d. 
Jul12 311 n.c. 307 245 22 -96 13 -134 20 -29 -7 -65 
Ago12 293 n.c. 286 268 23 -104 18 -143 -32 -67 -42 -70 
Oct12 329 n.c. 330 283 -14 -151 -57 -164 -23 -41 -31 -55 
Nov12 351 n.c. 353 296 -29 -113 -75 -166 -8 -39 n.c. -95 
Dic12 339 n.c. 343 305 -63 -80 -90 -97 -33 -76 -38 -96 
Feb13 302 n.c. 300 251 32 16 -21 -48 10 -73 -34 -109 
Mar13 286 n.c. 276 256 11 -46 -13 -107 13 -62 9 -94 
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Abr13 354 n.c. 335 258 33 -20 -14 -126 -6 -91 -53 -146 
Jun13 425 335 413 260 94 8 76 -80 -18 n.c. -53 -50 
Jul13 n.d. n.d. n.d. n.d. 56 -41 45 -169 -80 n.c. -91 -84 
Ago13 268 n.c. 263 157 70 2 48 -55 -34 -41 -47 -48 
Sep13 303 n.c. 301 270 -62 -118 -87 -140 -101 n.c. -128 -131 






Tabla S3. Valores de la constante de saturación de Michaelis (Km, µM), velocidad máxima de la reacción enzimática (Vmax, nM·h-1) y velocidad máxima 
específica (Vmax esp, amol·cel-1·h-1 - -glucosidasa obtenidos a lo largo del estudio interanual.  
Muestra Leucina aminopeptidasa -glucosidasa -glucosidasa 
 Alta afinidad Baja afinidad Alta afinidad Baja afinidad Alta afinidad Baja afinidad 
 Km Vmax Vmax esp Km Vmax Vmax esp Km Vmax Vmax esp Km Vmax Vmax esp Km Vmax Vmax esp Km Vmax Vmax esp 
Feb11 1,5 6,3 24 692 283 1083 0,10 0,64 2,44 57 1,86 7,12 0,54 0,54 2,05 126 3,01 11,50 
Mar11 2,7 14,3 28 260 183 363 0,57 0,39 0,77 135 3,94 7,81 0,25 0,33 0,65 103 2,15 4,27 
Abr11 6,9 27,2 30 597 403 450 3,01 0,98 1,09 261 8,40 9,37 5,87 0,66 0,73 198 4,86 5,42 
May11 1,3 10,1 11 757 299 321 1,29 0,88 0,95 267 7,78 8,36 1,53 0,36 0,39 486 6,48 6,95 
Jun11 0,9 7,7 8 592 379 387 0,04 0,41 0,42 163 3,80 3,87 0,39 0,53 0,54 187 4,37 4,45 
Ago11 1,4 3,0 3 432 239 260 0,33 0,10 0,11 437 2,04 2,22 0,16 0,09 0,10 45 0,46 0,50 
Sep11 4,7 10,7 5 446 243 116 1,09 0,35 0,17 28 1,03 0,49 3,77 0,50 0,24 68 1,61 0,77 
Oct11 4,3 11,0 14 411 274 356 n.d. n.d. n.d. 187 2,70 3,51 0,59 0,15 0,19 46 0,69 0,90 
Nov11 4,0 10,1 12 295 243 278 n.d. n.d. n.d. 20 0,48 0,54 2,29 0,17 0,19 n.d. n.d. n.d. 
Ene12 7,0 11,4 12 460 236 242 0,04 0,04 0,04 45 0,72 0,74 0,04 0,04 0,04 45 0,72 0,74 
Feb12 4,4 9,2 6 403 255 161 0,32 0,11 0,07 99 0,56 0,35 0,40 0,05 0,03 31 0,20 0,13 
Mar12 9,6 33,7 29 525 405 353 0,23 0,21 0,18 57 1,53 1,33 0,33 0,26 0,22 119 1,32 1,15 
Abr12 7,4 17,7 22 224 195 237 0,26 0,68 0,82 398 4,61 5,59 0,12 0,40 0,48 447 8,08 9,81 
May12 7,2 19,7 90 221 202 922 0,54 0,44 2,01 116 1,46 6,68 0,52 0,50 2,28 75 1,99 9,07 
Jun12 1,6 22,9 19 379 348 288 0,07 1,06 0,88 9 2,20 1,82 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Jul12 3,8 14,5 12 715 432 345 0,50 0,28 0,22 24 0,72 0,57 0,73 0,41 0,33 100 2,01 1,60 
Ago12 7,7 16,2 16 898 452 446 0,85 0,21 0,21 43 0,99 0,98 5,46 0,30 0,30 136 1,36 1,34 
Oct12 4,9 12,1 10 373 276 229 0,45 0,30 0,25 2 0,40 0,33 1,28 0,23 0,19 327 3,20 2,66 
Nov12 6,0 12,3 14 251 248 273 0,03 0,19 0,21 10 0,39 0,43 0,38 0,30 0,33 153 1,73 1,90 
Dic12 4,0 8,5 12 215 175 247 2,16 0,20 0,28 279 1,47 2,06 3,19 0,26 0,37 57 1,34 1,88 
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Feb13 5,1 10,1 12 482 247 291 0,30 0,51 0,61 407 5,17 6,11 0,09 0,32 0,38 12 0,65 0,77 
Mar13 5,9 10,3 11 617 293 323 0,86 0,29 0,32 481 6,21 6,83 1,25 0,24 0,26 298 4,60 5,06 
Abr13 6,0 19,2 34 660 340 603 0,64 0,46 0,81 301 6,68 11,84 0,16 0,30 0,53 18 0,64 1,13 
Jun13 4,9 27,1 46 143 187 315 0,64 0,67 1,13 148 2,84 4,77 2,19 0,37 0,63 265 2,37 3,98 
Jul13 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,27 0,33 0,23 128 2,79 2,01 0,96 0,15 0,11 367 2,48 1,79 
Ago13 1,1 2,7 2 983 263 221 0,40 0,66 0,56 23 1,80 1,52 2,59 0,25 0,21 118 0,96 0,81 
Sep13 10,5 6,5 6 315 190 172 2,90 0,25 0,23 87 1,17 1,06 1,34 0,15 0,14 244 1,38 1,25 





Tabla S4. Datos de las correlaciones estadísticamente significativas entre los parámetros cinéticos Vmax 
esp y Km de alta afinidad (AA) y baja afinidad (BA) de las actividades enzimáticas extracelulares 
analizadas mediante el Análisis de Similitud Local (Ruan et al., 2006). Las columnas, siguiendo el 
orden, corresponden con: X (factor 1), Y (factor 2), PoN (signo de la correlación), LS (local similarity 
score), sX (comienzo del mejor alineamiento en la secuencia del factor X), sY (comienzo del mejor 
alineamiento en la secuencia del factor Y), Lon (longitud del alineamiento), D (desplazamiento de la 
segunda secuencia con respecto a la primera), P-val (valor p para LS), Q-val (valor q calculado para 
P). 
 X Y PoN LS sX sY Lon D P-val Q-val 
(1) LAP Km AA LAP Vmax esp AA + 0,488 3 3 29 0 0,001 0,019 
(1) Km AA Vmax esp AA + 0,355 2 3 26 -1 0,005 0,029 
(1) Vmax esp BA Km BA + 0,565 2 2 31 0 0,001 0,012 
(1) Vmax esp BA Km BA + 0,571 1 1 31 0 0,001 0,011 
(2) LAP Vmax esp AA LAP Vmax esp BA + 0,550 1 1 32 0 0,001 0,007 
(2) Vmax esp AA Vmax esp BA + 0,567 1 1 32 0 0,001 0,007 
(2) Vmax esp AA Vmax esp BA + 0,632 1 1 32 0 0,001 0,007 
(3) LAP Vmax esp AA Vmax esp AA + 0,504 1 1 29 0 0,001 0,007 
(3) LAP Vmax esp AA Vmax esp AA + 0,546 1 1 32 0 0,001 0,007 
(3) Vmax esp AA Vmax esp AA + 0,715 1 1 32 0 0,001 0,007 
(3) LAP Vmax esp BA Vmax esp BA + 0,495 1 1 32 0 0,003 0,014 
(3) LAP Vmax esp BA Vmax esp BA + 0,411 1 1 32 0 0,004 0,016 
(3) Vmax esp BA Vmax esp BA + 0,502 1 1 32 0 0,002 0,005 
(3) Km AA Km AA + 0,570 1 1 26 0 0,001 0,008 
Notas. - -glucosidasa. 
(1) correlación entre los dos parámetros cinéticos (Vmax esp y Km) de cada sistema enzimático  
(2) correlación de un mismo parámetro cinético entre los dos sistemas enzimáticos  
(3) correlación de un mismo parámetro cinético entre las tres actividades enzimáticas extracelulares 
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Tabla S5. Valores de las variables del ecosistema utilizadas en el Análisis de Similitud Local (Ruan et 
al., 2006).  
Muestra chl a (µg·l-1) cian (108 cel·l-1) btrd (%) sar11 (%) ros (%) gam (%) 
Feb11 0,73 0,01 17 14 17 32 
Mar11 1,51 0,02 18 18 27 24 
Abr11 0,83 0,01 34 26 14 19 
May11 0,50 0,20 26 19 9 25 
Jun11 0,21 0,04 37 19 9 25 
Jul11 0,20 1,39 22 28 6 28 
Ago11 0,19 0,59 30 24 5 23 
Sep11 0,19 0,33 33 17 8 24 
Oct11 0,29 0,70 22 34 5 23 
Nov11 0,43 0,41 22 34 6 19 
Ene12 0,50 0,02 20 28 12 15 
Feb12 0,65 0,06 23 21 13 17 
Mar12 2,39 0,01 35 14 22 17 
Abr12 0,90 0,04 31 14 25 19 
May12 0,25 0,03 35 11 25 15 
Jun12 0,25 0,15 35 26 13 19 
Jul12 0,26 0,24 31 34 9 21 
Ago12 0,23 0,30 43 23 8 18 
Oct12 0,29 1,21 31 27 4 21 
Nov12 0,45 0,24 24 38 4 22 
Dic12 0,46 0,08 22 36 4 23 
Feb13 2,00 0,19 25 18 11 18 
Mar13 1,17 0,01 18 12 20 26 
Abr13 0,89 0,01 39 12 10 10 
Jun13 0,60 0,07 32 19 11 18 
Jul13 0,42 0,59 27 32 7 26 
Ago13 0,33 2,09 32 25 5 25 
Sep13 0,42 1,35 33 20 9 24 
Notas. chla: concentración de clorofila a (µg·l-1); cian: densidad celular de cianobacterias (108 cel·l-1); 






Tabla S6. Datos de las correlaciones estadísticamente significativas obtenidas mediante el Análisis de 
Similitud Local (Ruan et al., 2006) entre las variables del ecosistema y los parámetros cinéticos Vmax 
esp y Km de alta afinidad (AA) y baja afinidad (BA) de las actividades enzimáticas extracelulares 
analizadas. Las columnas, siguiendo el orden, corresponden con: X (factor 1), Y (factor 2), PoN (signo 
de la correlación), LS (local similarity score), sX (comienzo del mejor alineamiento en la secuencia del 
factor X), sY (comienzo del mejor alineamiento en la secuencia del factor Y), Lon (longitud del 
alineamiento), D (desplazamiento de la segunda secuencia con respecto a la primera), P-val (valor p 
para LS), Q-val (valor q calculado para P). 
X Y PoN LS sX sY Lon D P-val Q-val 
chl a Vmax esp BA + 0,345 1 2 18 -1 0,001 0,008 
chl a Vmax esp AA + 0,371 1 2 31 -1 0,005 0,021 
chl a Vmax esp BA + 0,516 1 2 31 -1 0,002 0,012 
chl a Vmax esp AA + 0,377 1 2 28 -1 0,006 0,024 
chl a LAP Vmax esp BA + 0,397 1 2 31 -1 0,005 0,021 
chl a LAP Vmax esp AA + 0,372 1 2 31 -1 0,008 0,029 
cian Vmax esp BA - 0,359 1 2 31 -1 0,014 0,041 
cian Vmax esp AA - 0,435 1 1 32 0 0,003 0,016 
cian Vmax esp BA - 0,509 1 2 31 -1 0,002 0,014 
cian Vmax esp AA - 0,372 1 2 31 -1 0,012 0,039 
cian LAP Vmax esp BA - 0,476 1 1 32 0 0,001 0,009 
cian LAP Vmax esp AA - 0,499 1 1 32 0 0,001 0,009 
btrd LAP Vmax esp AA + 0,408 3 3 27 0 0,005 0,047 
btrd LAP Vmax esp BA + 0,418 2 2 28 0 0,003 0,030 
btrd Vmax esp AA + 0,396 1 1 29 0 0,003 0,026 
btrd Vmax esp AA + 0,421 1 1 28 0 0,002 0,023 
btrd Vmax esp BA + 0,416 3 2 28 -1 0,006 0,040 
sar11 LAP Vmax esp AA - 0,438 2 1 31 -1 0,004 0,042 
sar11 LAP Vmax esp BA - 0,434 1 1 32 0 0,002 0,050 
sar11 Vmax esp AA - 0,358 1 1 30 0 0,006 0,050 
sar11 Vmax esp BA - 0,432 1 1 32 0 0,001 0,020 
sar11 Vmax esp AA - 0,388 1 1 31 0 0,007 0,050 
sar11 Vmax esp BA - 0,362 2 1 31 -1 0,007 0,050 
ros LAP Vmax esp AA + 0,416 1 1 32 0 0,002 0,029 
ros LAP Vmax esp BA + 0,418 1 1 32 0 0,004 0,038 
ros Vmax esp AA + 0,348 1 1 30 0 0,009 0,050 
ros Vmax esp BA + 0,395 1 1 32 0 0,006 0,050 
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ros Vmax esp AA + 0,369 1 1 32 0 0,007 0,050 
ros Vmax esp BA + 0,372 1 1 32 0 0,016 0,049 
gam LAP vmax_aa - 0,466 3 3 30 0 0,002 0,029 
gam LAP Vmax esp BA - 0,489 4 4 27 0 0,001 0,030 
gam Vmax esp BA + 0,323 1 1 26 0 0,010 0,042 
gam Vmax esp BA + 0,422 1 1 27 0 0,002 0,021 
chla Km BA + 0,478 7 8 25 -1 0,001 0,037 
chla Km BA - 0,366 3 2 30 1 0,008 0,013 
chla  Km AA - 0,381 6 7 26 -1 0,006 0,012 
chla LAP Km AA + 0,390 3 3 29 0 0,008 0,038 
cian  Km AA + 0,476 2 1 31 1 0,001 0,038 
cian LAP Km AA - 0,493 2 2 29 0 0,001 0,014 
cian Km BA - 0,486 8 8 24 0 0,002 0,042 
cian Km BA - 0,352 2 3 17 -1 0,013 0,037 
btrd LAP Km BA + 0,416 3 3 23 0 0,004 0,050 
btrd  Km BA + 0,465 4 3 29 -1 0,001 0,049 
sar11 Km BA - 0,553 3 4 29 1 0,001 0,049 
sar11  Km AA + 0,450 1 1 27 0 0,001 0,019 
sar11  Km BA - 0,458 5 4 28 -1 0,001 0,033 
ros  Km AA - 0,309 8 8 25 0 0,048 0,021 
ros Km BA + 0,411 8 8 25 0 0,003 0,046 
ros  Km AA - 0,413 8 9 24 1 0,005 0,048 
gam LAP Km AA - 0,467 1 1 32 0 0,001 0,049 
gam  Km AA + 0,401 7 7 20 0 0,004 0,023 
gam  Km BA + 0,607 2 3 28 1 0,001 0,017 
Notas. - -glucosidasa; chla: concentración de 
clorofila a (µg·l-1); cian: densidad celular de cianobacterias (108 cel·l-1); btrd: Bacteroidetes (%); sar11: 
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Desarrollo del objetivo 3: 
Diferencias en la sensibilidad a la temperatura 
de las actividades enzimáticas -glucosidasa, 
leucina aminopeptidasa y fosfatasa alcalina en 






1. JUSTIFICACIÓN y OBJETIVOS 
El aumento antropogénico de las emisiones de los gases de efecto invernadero 
(predominantemente CO2) ha generado una serie de cambios a escala global, entre los 
que se incluye un aumento generalizado de la temperatura (Sarmento et al., 2010). En 
concreto, la temperatura del océano superficial ha aumentado alrededor de 1 °C desde 
1900 y se prevé un incremento progresivo de entre 1 y 3 °C a lo largo del siglo XXI 
(Collins et al., 2013), que presumiblemente provocará una cascada de cambios en el 
funcionamiento del océano global. En particular, se han encontrado evidencias de la 
expansión de los giros subtropicales oceánicos y, a consecuencia de ello, de las áreas 
oligotróficas del océano (Polovina et al., 2008 y 2011). Asimismo, la acentuación 
progresiva de la termoclina ha reducido el flujo de nutrientes en las capas superficiales 
de la columna de agua y ha contribuido a la oligotrofización del océano (Sarmiento et 
al., 2004). 
Se han realizado multitud de estudios en diversos ecosistemas acuáticos a fin de 
caracterizar esta primera etapa del proceso de transformación de la materia orgánica 
(Sinsabaugh y Folstah Shah, 2012; Sinsabaugh et al., 2014), y se han estudiado con 
relativo detalle las actividades enzimáticas extracelulares más comunes (Chróst, 1991). 
-
aminopeptidasa (LAP) y fosfatasa alcalina (FA) son de gran interés porque llevan a 
cabo la hidrólisis de una elevada proporción de los compuestos de alto peso molecular 
ricos en carbono, nitrógeno y fósforo respectivamente. No obstante, hay que tener en 
cuenta que las actividades enzimáticas mencionadas anteriormente representan la 
actividad integrada de un conjunto heterogéneo de isoenzimas diverso en estructura 
molecular, regulación, vida media, sensibilidad a la temperatura, etc. (Christian y Karl, 
1998; Arrieta y Herndl, 2002; Steen et al., 2015).   
La temperatura es un importante factor regulador de la actividad microbiana debido a 
que afecta a la velocidad a la que ocurren la mayor parte de los procesos químicos y 
biológicos (Iriberri et al., 1985), tal y como recoge la Teoría Metabólica de la Ecología 
(Brown et al., 2004). El efecto de la temperatura se puede caracterizar mediante la 
energía de activación (Ea), parámetro que describe la sensibilidad intrínseca a la 
temperatura de una reacción bioquímica concreta y cuyo valor se deduce a partir de la 
pendiente de la ecuación de Arrhenius (Arrhenius, 1889). También es posible expresar 
la sensibilidad a la temperatura mediante el coeficiente Q10 (Dixon y Webb, 1964), 
parámetro que refleja la tasa de variación de la velocidad a la que ocurre un proceso 
biológico como consecuencia de un incremento de 10 °C de la temperatura.  
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Son numerosos los trabajos que han analizado el efecto de la temperatura sobre 
distintos procesos microbianos en el medio marino (Apple et al., 2006; López-Urrutia 
2006; Vázquez-Domínguez et al., 2007; Morán et al., 2010; Chavez et al., 2011; 
Regaudie-De-Gioux y Duarte, 2012; Lara et al., 2013; Vaquer-Sunyer et al., 2013; 
Huete-Stauffer et al., 2015). Sin embargo, son muy escasos los trabajos que han 
determinado la sensibilidad a la temperatura de las actividades enzimáticas 
extracelulares en el medio marino y la mayoría de ellos se han centrado en sistemas 
árticos (Tabla S1). Vetter y Deming (1994) estimaron valores de Ea que oscilaban entre 
-0,15 y 1,15 eV (equivalente a Q10: 0,8-5,5) para la actividad peptidasa en aguas de la 
polinia del nordeste del Océano Ártico. Más recientemente, Piontek et al. (2014) 
determinaron altos valores de Ea -glucosidasa (rango Ea: 2,2-23,3 eV) y valores 
algo inferiores para la actividad leucina aminopeptidasa (rango Ea: 1,5-15,2 eV) en 
muestras del Océano Ártico. No obstante, estos resultados corresponden a enzimas 
secretadas por comunidades microbianas adaptadas a las frías aguas marinas árticas, 
por lo que cabe esperar una mayor respuesta frente a incrementos de la temperatura 
que en enzimas secretadas en aguas templadas o cálidas (German et al., 2012). 
Esta escasez de conocimientos contrasta con los sistemas terrestres, donde la respuesta 
de las actividades enzimáticas extracelulares a la temperatura ha sido caracterizada más 
detalladamente. En las numerosas publicaciones existentes, podemos encontrar 
valores de sensibilidad a la temperatura entre 0,27-0,72 eV de -glucosidasa (Trasar-
Cepeda et al., 2007; Wallenstein et al., 2009; German et al., 2012; Stone et al., 2012; 
Steinweg et al., 2013; Koyama et al., 2013; Bárta et al., 2014), un rango de Ea entre -0,33 
y 0,62 eV para leucina aminopeptidasa (Wallenstein et al., 2009; Koyama et al., 2013; 
Bárta et al., 2014) y, en la única referencia existente, valores de 0,39-0,48 eV para 
fosfatasa alcalina (Bárta et al., 2014). La caracterización de la respuesta de las 
actividades enzimáticas extracelulares frente a la temperatura permite una mayor 
precisión a la hora de comparar y predecir cambios en otras actividades microbianas, 
como pueden ser las velocidades de respiración y de liberación de CO2 (Davidson y 
Janssens, 2006). Por lo tanto, en el contexto de cambio climático actual, resulta 
evidente la necesidad de analizar cómo pueden verse alterados los ciclos 
biogeoquímicos en el océano como consecuencia de un incremento progresivo de la 
temperatura en aguas superficiales oceánicas. 
Son múltiples las aproximaciones que se pueden utilizar para el cálculo de la energía 
de activación. Las principales son la manipulación experimental de la temperatura y el 




desventajas (Elmendorf et al., 2015). El método de "sustitución de espacio por tiempo" 
(Picket 1989) asume que la variabilidad existente para un proceso (p.ej. actividad 
enzimática extracelular) frente a cambios en la temperatura a lo largo de un gradiente 
espacial, es comparable a las oscilaciones que ocurren a lo largo del tiempo. Este 
método ha sido ampliamente utilizado en modelización de la biodiversidad (Blois et 
al., 2013), así como en el campo de la ecología microbiana marina para determinar la 
respuesta a la temperatura del metabolismo del plancton (Regaudie-De-Gioux y 
Duarte, 2012; García-Corral et al., 2014) o de la producción heterotrófica procariota 
(Lønborg et al., 2016). No obstante, los resultados de esta aproximación pueden estar 
condicionados por factores como la covariación con otras variables abióticas o 
adaptaciones a las condiciones ambientales locales (Dunne et al., 2004). La 
manipulación experimental permite monitorizar los cambios que se producen en el 
proceso objeto de estudio en respuesta a la temperatura cuando el resto de los factores 
permanecen inalterados. Sin embargo, el uso de tiempos cortos de incubación podría 
no reflejar adecuadamente los cambios que desencadena un incremento de la 
temperatura prolongado en el tiempo. En este sentido, utilizar las dos aproximaciones 
dota de una mayor robustez a las predicciones derivadas del estudio. 
Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el objetivo de este capítulo ha sido 
estudiar la sensibilidad a la temperatura de un conjunto de actividades enzimáticas 
extracelulares en aguas superficiales del océano global. Para ello, se determinaron los 
valores de energía de activación (Ea -glucosidasa, leucina 
aminopeptidasa y fosfatasa alcalina de muestras recogidas a lo largo del transecto 
longitudinal de la Expedición de Circunnavegación Malaspina 2010 (Duarte, 2015), 
que abarcó las zonas subtropical y tropical de los océanos Atlántico, Índico y Pacífico. 
Para poder profundizar de manera consistente en el efecto de la temperatura sobre éste 
proceso biológico, se calcularon los valores de Ea de las actividades enzimáticas 
extracelulares mediante dos aproximaciones (Elmendorf et al., 2015). Por un lado, se 
realizaron manipulaciones experimentales de la temperatura en muestras de superficie 
y máximo profundo de clorofila de 29 estaciones de muestreo distribuidas en zonas 
subtropical y tropical del océano. Por otro lado, se calculó mediante el método de 
"sustitución de espacio por tiempo" el valor medio de Ea para cada actividad 
enzimática, asumiendo que las velocidades de hidrólisis a temperatura in situ a lo largo 
de un transecto longitudinal reflejan la variabilidad existente en aguas superficiales del 
océano. 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS 
2.1 Área de estudio y toma de muestras 
Las muestras de agua de mar se recogieron entre las latitudes 32,1° N y 37,2° S en los 
océanos Pacífico (7 estaciones), Atlántico (16 estaciones) e Índico (6 estaciones) y se 
analizaron a bordo del BIO Hespérides durante la Expedición de Circunnavegación 
Malaspina 2010, que comenzó en diciembre de ese mismo año y finalizó en julio del 
2011 (Duarte, 2015) (Figura 12 y Tabla S2). El muestreo se realizó entre las 07:00 y 
10:00 h de la mañana y para todas las estaciones se recogió muestra a 3 m de 
16 de las 
estaciones de muestreo, también se recogió agua en el máximo profundo de clorofila 
(Deep chlorophyll maximum, , usando 
un sistema de roseta de 24 botellas Niskin de 12 l con un intrumento CTD SeabirdSBE9 
integrado. 
 
Figura 12: Localización de las 29 estaciones de muestreo. El agua de superficie (3 m) se 
recogió en todas las estaciones; el agua del máximo profundo de clorofila (DCM, 23-160 
m) se recogió adicionalmente en 16 estaciones (círculos negros). La numeración de las 
estaciones se corresponde con la utilizada en la Expedición de Circunnavegación 
Malaspina 2010. 
 
2.2 Medida de las actividades enzimáticas extracelulares 
Se midieron tres actividades enzimátic -glucosidasa ( G), leucina aminopeptidasa 
(LAP) y fosfatasa alcalina (FA), mediante el uso de sustratos fluorogénicos (Hoppe, 
1983). Este conjunto de actividades es representativo de la hidrólisis de los sustratos 




-glucosidasa hidr -glicosídicos de compuestos de tipo 
carbohidrato y su actividad se determinó con el análogo 4-metilumbeliferil- -D-
glucopiranósido. La actividad leucina aminopeptidasa libera aminoácidos del terminal 
amino de sustratos proteicos y su actividad se determinó con el análogo hidrocloruro 
de L-Leucina-7-amido-4-metilcumarina, que es un sustrato modelo de una gran 
variedad de péptidos y proteínas. La actividad fosfatasa alcalina hidroliza enlaces de 
éster de monofosfato y su actividad se determinó utilizando el análogo 4-
metilumbeliferilfosfato, para el cual se han descrito velocidades de hidrólisis 
comparables a las obtenidas con sustratos naturales (Berman, 1988). Todos los 
sustratos fluorogénicos se obtuvieron en Biosynth (Suiza). Hay que tener presente que 
esta metodología está basada en la adición de sustratos modelo artificiales susceptibles 
-glucosidasas, peptidasas y fosfatasas (Chróst, 
1991; Christian y Karl, 1998; Arrieta y Herndl, 2002; Steen et al., 2015), por lo que los 
resultados que se presentarán más adelante no deben interpretarse como velocidades 
de hidrólisis y energías de activación de enzimas específicas, sino de todas las 
isoenzimas presentes en la muestra natural. 
Soluciones previamente preparadas en metanol 40 % de los sustratos modelo 
(concentración x1000) y congeladas a -20 °C se descongelaron a temperatura ambiente 
y se prepararon las diluciones pertinentes con agua Mili-Q. Se añadieron 10 µl de estas 
diluciones a 240 µl de muestra de agua de mar distribuida en microplacas de 96 pocillos 
con el objetivo de conseguir concentraciones saturantes de 1 mM para hidrocloruro de 
L-Leucina-7-amido-4-metilcumarina y 350 µM para los otros dos sustratos 
fluorogénicos. Las medidas se realizaron por cuadruplicado en microplacas opacas de 
96 pocillos. 
En total, se rellenaron tres microplacas para cada muestra y posteriormente, una de las 
microplacas se incubó a temperatura in situ y las dos restantes a temperaturas que 
abarcaron un rango de entre 8 y 29 °C. Las medidas de fluorescencia se realizaron 
inmediatamente después de la adición de los sustratos y en repetidas ocasiones a lo 
largo de las siguientes 48 h, aunque en la mayoría de los casos fueron suficientes 
tiempos de incubación menores a 18 h para obtener incrementos lineales de 
fluorescencia significativos. La fluorescencia se midió mediante un 
espectrofluorímetro equipado con un lector de microplacas (Synergy 2, Biotek) en las 
longitudes de onda 380 nm (excitación) y 440 nm (emisión). Las unidades de 
fluorescencia se trasformaron en concentración de producto liberado mediante rectas 
patrón de 4-metilumbeliferona para G y FA y 7-amino-4-metilcumarina para LAP en 
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un rango de 0-96 nM (concentración final). Como blancos para determinar la 
fluorescencia intrínseca de la muestra se utilizaron submuestras a las que no se añadió 
sustrato. Experimentos previos realizados con agua marina costera hervida 
demostraron que la hidrólisis abiótica de sustrato no era significativa. Los datos brutos 
fueron tratados mediante el software de análisis de datos G  y las velocidades de 
hidrólisis se expresaron como nanomoles de producto (MUF o MCA) liberado por 
litro y por hora (Vsat, nM·h-1). 
 
2.3 Efecto de la temperatura en la actividad enzimática 
extracelular 
El efecto de la temperatura en la actividad enzimática se determinó mediante dos 
aproximaciones, el método de "sustitución de espacio por tiempo" y la manipulación 
experimental de la temperatura (Figura 13).  
En el método de "sustitución de espacio por tiempo", los valores de velocidad de 
hidrólisis de G, LAP y FA medidos a temperatura in situ se agruparon en intervalos 
de 1 °C y se calculó el valor medio de cada intervalo; de esta forma, se estandarizó el 
peso de cada intervalo con independencia del número de muestras que lo formaban 
(Figura 13, rama A). La energía de activación (Ea, eV) de la hidrólisis enzimática se 
determinó como el valor absoluto de la pendiente negativa deducida a partir de la 
representación de Arrhenius del logaritmo natural de la velocidad de hidrólisis frente 
al recíproco de KBT, donde KB es la constante de Boltzmann (8,62·10-5 eV·K-1) y T es la 
temperatura absoluta (K). Las regresiones lineales fueron consideradas válidas para un 





Figura 13: Esquema general de la determinación del efecto de la temperatura en las tres 
actividades enzimáticas extracelulares mediante las dos aproximaciones metodológicas 
utilizadas: el método de "sustitución de espacio por tiempo" (rama A) y la manipulación 
experimental de la temperatura (rama B).  
En lo que se refiere a la manipulación experimental, los valores de velocidad de 
hidrólisis de las actividades enzimáticas obtenidos a partir de tres temperaturas de 
incubación se utilizaron para calcular distintos parámetros descriptivos (Figura 13, 
rama B). En primer lugar, para cada muestra y actividad se determinó el valor de la 
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energía de activación (Ea) tal y como se ha descrito anteriormente. A continuación, los 
valores obtenidos se utilizaron para calcular el coeficiente de temperatura Q10, que 
refleja la tasa de variación de la velocidad a la que ocurre un proceso biológico como 
consecuencia de un incremento de 10 °C de la temperatura: 
 
donde Ea es la energía de activación (eV), R es la constante universal de los gases ideales 
(8,314 mol-1 K-1) y T la temperatura media absoluta (K) del rango en el que se ha 
calculado el coeficiente (Raven y Geider, 1988; Vaquer-Sunyer y Duarte, 2013). 
Posteriormente, la velocidad de hidrólisis teórica (R2) para cada actividad en posibles 
futuros escenarios de calentamiento global a +1 °C, +2 °C, +3 °C y +4 °C (T2) se calculó 
a partir de los valores de Q10 y la velocidad de hidrólisis experimental (R1) medida en 
la temperatura in situ de la muestra (T1), siguiendo la ecuación: 
( )  
 
 
2.4 Estequiometría de los productos liberados 
La estequiometría de los productos liberados se estimó asumiendo que, por cada mol·h-
1 de actividad, -glucosidasa libera 6 moles de carbono (1 mol de glucosa) por hora y 
fosfatasa alcalina libera 1 mol de fósforo (fosfato inorgánico) por hora (Bárta et al., 
2014). La estimación de la estequiometría de los productos liberados por la actividad 
de leucina aminopeptidasa es más compleja, dado que las peptidasas son una familia 
de proteínas muy diversa y se ha descrito su capacidad de liberar no solo leucina sino 
también alanina (Bárta et al., 2014), arginina, metionina, tirosina y otros aminoácidos 
(Steen et al., 2015). Debido al desconocimiento de la composición química exacta de 
los productos de la hidrólisis, para la actividad LAP se asumió una composición 
estequiométrica media de 4,5 moles de carbono y 1 mol de nitrógeno por hora para la 




Por último, a partir de la composición estequiométrica de los productos liberados se 
dedujeron las ratios molares C:N, C:P y N:P para la temperatura in situ y para los 
posibles escenarios de calentamiento global planteados. 
 
2.5 Tratamiento estadístico 
Las diferencias entre los parámetros de la regresión lineal de G y LAP deducidas a 
partir del método de "sustitución de espacio por tiempo" fueron analizadas con el test 
estadístico ANOVA. En la aproximación mediante manipulación experimental, las 
diferencias entre las tres actividades enzimáticas extracelulares fueron analizadas con 
el test no paramétrico de Wilcoxon para muestras pareadas con una corrección post 
hoc de Bonferroni para tres comparaciones (p 0,017). Las diferencias de los valores 
de Ea entre las muestras de superficie y las del DCM se analizaron mediante el test no 
paramétrico de Wilcoxon para muestras pareadas (p 0,05). Las relaciones entre los 
valores de Ea de las tres actividades enzimáticas extracelulares fueron analizadas 
mediante la correlación de Spearman y la regresión lineal de tipo II (p 
análisis estadísticos se llevaron a cabo con el programa IBM SPSS Statistics (version 
23) para Windows y el software R (version 3.1.1.) (R Core Team, 2014). 
3. RESULTADOS 
3.1 Método de "sustitución de espacio por tiempo" 
Los datos de las velocidades de hidrólisis potencial (Vsat) obtenidos a temperatura in 
situ de las tres actividades enzimáticas (Tabla S3) fueron agrupados en intervalos de 
1 °C y utilizados para calcular los valores de energía de activación (Ea) mediante el 
método de "sustitución de espacio por tiempo". El rango de temperatura in situ a lo 
largo de las estaciones de muestreo osciló entre los 14-29 °C.  
En la Figura 14 se puede observar la representación del logaritmo natural de Vsat de las 
tres actividades enzimáticas extracelulares frente al recíproco de KBT, donde el valor 
absoluto de la pendiente corresponde a la energía de activación (Ea, eV). Se obtuvo una 
relación estadísticamente significativa para las actividades G y LAP, pero no fue así 
en el caso de la actividad FA. La energía de activación (media ± ES) de G (0,39 ± 0,12 
eV) fue significativamente superior a la de LAP (0,24 ± 0,08 eV) (ANOVA, p  0,05). 




Figura 14: Estimaciones globales de las energías de activación de las tres actividades 
enzimáticas extracelulares.  Representación de la ecuación de Arrhenius que muestra la 
relación entre las velocidades de hidrólisis potencial (Vsat, media ± ES) agrupadas en 1 °C 
d -
verde) y fosfatasa alcalina (FA, naranja) y el recíproco de KBT, donde KB es la constante 
de Boltzmann (8,62·10-5 eV·K-1) y T es la temperatura in situ del agua (método de 
"sustitución de espacio por tiempo").  
 
3.2 Manipulación experimental de la temperatura 
En la Tabla S4 se resumen los valores de Ea de las tres actividades enzimáticas, mientras 
que en la Figura 15 se han representado los valores medios globales para cada una de 




de las actividades enzimáticas extracelulares conseguido con el método de "sustitución 
de espacio por tiempo" se corresponde con el que se consigue con los valores medios 
de Ea obtenidos de manera experimental. Los valores medios (± ES) globales de Ea 
establecieron un grad G fue la actividad que mostró un mayor grado 
de sensibilidad a la temperatura (0,34 ± 0,03 eV), seguida de LAP (0,21 ± 0,01 eV) y 
por último FA (0,17 ± 0,01 eV) (test de Wilcoxon para muestras pareadas con 
corrección post hoc de Bonferroni, p 0,017). 
 
Figura 15: Comparación de los valores de energía de activación obtenidas mediante el 
método de "sustitución de espacio por tiempo" (pendiente ± ES) y el valor medio de 
energía de activación (media ± ES) obtenido mediante manipulación experimental de la 
temperatura para las tres actividades enzimáticas (Tabla S4). 
-glucosidasa fue la actividad que mostró una mayor variabilidad de 
valores de Ea, que oscilaron entre 0,168 eV (estación 60, Océano Índico) y 0,718 eV 
(estación 51, Océano Índico) en aguas superficiales, y entre 0,126 eV (estación 113, 
Océano Pacífico) y 0,603 eV (estación 55, Océano Índico) en el máximo profundo de 
clorofila (DCM, profundidad media de 104 ± 9 m). Cabe resaltar que los valores 
medios obtenidos en superficie fueron superiores a los de la capa DCM y que la 
diferencia fue estadísticamente significativa (test de Wilcoxon, p 0,05) (Figura 16).  
La sensibilidad a la temperatura de la actividad aminopeptidasa fue menor que la de la 
glucosidasa (test de Wilcoxon para muestras pareadas con corrección post hoc de 
Bonferroni, p 0,017). En la capa de superficie, los valores oscilaron entre 0,081 eV 
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(estación 134, Océano Atlántico) y 0,499 eV (estación 55, Océano Índico), mientras 
que en DCM, fueron de entre 0,065 eV (estación 128, Océano Atlántico) y 0,359 eV 
(estación 55, Océano Índico). En este caso las diferencias entre ambas capas también 
fueron estadísticamente significativas (test de Wilcoxon, p 0,05).  
Finalmente, la actividad fosfatasa alcalina fue la actividad que mostró una menor 
sensibilidad a la temperatura, así como una respuesta más homogénea a lo largo de 
todas las estaciones de estudio. Los valores de Ea oscilaron en un rango entre 0,051 eV 
(estación 109, Océano Pacífico) y 0,359 eV (estación 71, Océano Índico) en aguas 
superficiales y entre 0,119 eV (estaciones 119, Océano Índico y 11, Océano Atlántico) 
y 0,256 eV (estación 40, Océano Atlántico) en aguas del DCM (Tabla S4). El valor 
medio (± ES) de Ea en aguas superficiales fue mayor para G (0,39 ± 0,04 eV), seguido 
de LAP (0,22 ± 0,02 eV), y el más bajo para FA (0,17 ± 0,02 eV) (test de Wilcoxon para 
muestras pareadas con corrección de Bonferroni, p 0,017), y se observó una 
tendencia similar para valores de Ea en DCM, aunque con valores ligeramente 
inferiores (0,29 ± 0,04 eV para G, 0,19 ± 0,02 eV para LAP y 0,16 ± 0,02 eV para FA) 
(Figura 16). 
 
Figura 16: Energías de activación (Ea -glucosidasa, leucina aminopeptidasa y 
fosfatasa alcalina en superficie (color oscuro) y DCM (color claro). Sólo aquellas 
estaciones con datos emparejados fueron utilizadas para llevar a cabo esta comparación. 
-glucosidasa y leucina aminopeptidasa fueron las únicas que mostraron 





El análisis previo de la relación entre la sensibilidad a la temperatura y la localización 
latitudinal en valores absolutos de las estaciones de muestreo puso de manifiesto que 
la tendencia de los datos no fue diferente en las muestras de superficie y DCM (datos 
no mostrados); por ello, se han representado juntos los datos de ambas capas en la 
Figura 17. Se observó una relación significativa y similar entre la localización 
latitudinal en valores absolutos de las estaciones y la sensibilidad a la temperatura para 
las tres actividades enzimáticas. Las relaciones matemáticas ponen de manifiesto una 
mayor respuesta al calentamiento en aguas de altas latitudes con respecto a la zona 
ecuatorial. 
 
Figura 17: Relación entre la energía de activación (Ea) y la localización latitudinal en 
valores absolutos de las estaciones de muestreo. Se muestran las regresiones lineales 
-glucosidasa (rojo), leucina aminopeptidasa 
(verde), y fosfatasa alcalina (naranja). 
Por otro lado, se observó una estrecha relación entre los valores de Ea de las tres 
actividades enzimáticas y, además, esta relación fue similar entre las capas de superficie 
y DCM (Figura 18). En todos los casos el coeficiente de correlación rho de Spearman 
fue positivo, lo que indica que, de manera global, existe una respuesta conjunta de las 
tres actividades enzimáticas estudiadas frente a un aumento de la temperatura. Sin 
embargo, esta tendencia fue de distinta magnitud. La asociación entre las actividades 
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LAP y FA fue la más alta (68,5 %), seguida de la asociación de G y LAP (58,5 %) y 
finalmente, entre G y FA (47,7 %).  
 
Figura 18: Correlaciones de Spearman (rho) entre las energías de activación (Ea) de las 
tres actividades enzimáticas extracelulares. Solo se consideraron datos emparejados para 
este análisis. Los círculos y líneas negros representan los datos de aguas superficiales, 
mientras que los círculos blancos y líneas grises representan los datos de DCM. Los 
resultados del análisis de regresión lineal de tipo II de las Ea por parejas de enzimas fueron 
significativos en todos los casos (p 0,05): (a) Superficie: Ea  = 1,84 Ea LAP - 0,06; DCM: 
Ea  = 1,81 Ea LAP -0,05; (b) Superficie: Ea  = 3,66 Ea FA - 0,22; DCM: Ea  = 4,01 Ea FA - 




3.3 Proyecciones en un escenario de calentamiento global de 
aguas oceánicas 
Se hizo una estima teórica del tipo y cantidad relativa de productos que serían liberados 
bajo incrementos concretos de temperatura. Para el cálculo de las velocidades de 
hidrólisis escenarios teóricos de calentamiento global dentro del rango de +1 °C a 
+4 °C, se aplicaron los valores de Ea obtenidos anteriormente (Tabla S4) a los valores 
de velocidad potencial de hidrólisis obtenidos experimentalmente a temperatura in 
situ (Tabla S3). Los resultados de estas proyecciones (Figura 19) predijeron una 
variación significativa en la composición molar de los productos de hidrólisis, tanto en 
aguas de superficie como en DCM. En concreto, por cada grado incrementado, el valor 
medio de las relaciones molares C:N, C:P y N:P aumentó 0,2 %, 1,2 % y 0,6 % en aguas 
superficiales y 0,1 %, 0,8 % y 1,0 % en aguas del DCM respectivamente. 
 
Figura 19: Diagramas de cajas de los resultados de las proyecciones en distintos 
escenarios de calentamiento global con respecto a la situación actual (nivel 0 en el eje Y). 
Se consideraron cuatro escenarios de calentamiento global (entre +1 y +4 °C, eje X) para 
calcular los cambios en las ratios molares C:N (a-b), C:P (c-d) y N:P (e-f) de los productos 
de hidrólisis liberados por las tres actividades enzimáticas extracelulares, en aguas 
superficiales (panel izquierdo) y en el DCM (panel derecho). Cabe resaltar la diferencia 
de escala para la ratio C:N. 
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Tabla S1. Resumen de valores de energía de activación (Ea, eV) obtenidos en la revisión bibliográfica 
de trabajos que han realizado la determinación de la sensibilidad a la temperatura de las tres 
actividades enzimáticas estudiadas. 
Actividad 
enzimática 
Ecosistema Localización Referencia Ea (eV) 
 Suelo Alaska 
Steinweg et al., 
2013 
0,367 
 Suelo Alaska 
Steinweg et al., 
2013 
0,361 
 Suelo Islandia 
Steinweg et al., 
2013 
0,378 
 Suelo Islandia 
Steinweg et al., 
2013 
0,541 
 Suelo Illinois 
Steinweg et al., 
2013 
0,424 
 Suelo Illinois 
Steinweg et al., 
2013 
0,512 
 Suelo Tenessee 
Steinweg et al., 
2013 
0,321 
 Suelo Tenessee 
Steinweg et al., 
2013 
0,424 
 Suelo Tenessee 
Steinweg et al., 
2013 
0,534 
 Suelo Tenessee 
Steinweg et al., 
2013 
0,609 
 Suelo Brasil 
Steinweg et al., 
2013 
0,489 
 Suelo Brasil 
Steinweg et al., 
2013 
0,587 
 Suelo Brasil 
Steinweg et al., 
2013 
0,407 
 Suelo Brasil 
Steinweg et al., 
2013 
0,444 












 Tundra Alaska 
Wallenstein et al., 
2009 
0,509 
 Suelo Alaska 






 Suelo Maine 
German et al., 
2012 
0,473 
 Suelo Virginia 
German et al., 
2012 
0,441 
 Suelo California 
German et al., 
2012 
0,343 
 Suelo Costa Rica 
German et al., 
2012 
0,457 
 Tundra Alaska 
Koyama et al., 
2013 
0,363 
 Tundra Alaska 
Koyama et al., 
2013 
0,725 
  Maine Stone et al., 2012 0,430 
  Virginia Stone et al., 2012 0,430 
 Suelo Utah 
Kaehkoenen et al., 
2001 
0,583 
 Suelo Massachusetts 
Davidson et al., 
2012 
0,641 
 Bosque Bohemia Bárta et al., 2014 0,474 
 Bosque Bohemia Bárta et al., 2014 0,454 
 Marino Estrecho de Fram 
Piontek et al., 
2014 
1,313 
 Marino Estrecho de Fram 
Piontek et al., 
2014 
1,710 
 Marino Estrecho de Fram 
Piontek et al., 
2014 
2,052 
 Marino Estrecho de Fram 
Piontek et al., 
2014 
0,514 
 Marino Estrecho de Fram 
Piontek et al., 
2014 
1,453 
Proteasa Tundra Alaska 
Wallenstein et al., 
2009 
0,348 
LAP Tundra Alaska 
Koyama et al., 
2013 
0,466 
LAP Tundra Alaska 
Koyama et al., 
2013 
0,622 
LAP Bosque Bohemia Bárta et al., 2014 -0,336 
LAP Bosque Bohemia Bárta et al., 2014 -0,473 
Peptidasa Agua Groenlandia 
Vetter y Deming 
1994 
0,226 
Peptidasa Agua Groenlandia 
Vetter y Deming 
1994 
0,782 
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Peptidasa Sedimento Groenlandia 
Vetter y Deming 
1994 
0,226 
Peptidasa Sedimento Groenlandia 
Vetter y Deming 
1994 
0,643 
Peptidasa Agua Groenlandia 
Vetter y Deming 
1994 y referencias 
incluidas 
-0,150 
Peptidasa Agua Groenlandia 
Vetter y Deming 
1994 y referencias 
incluidas 
1,147 
Peptidasa Sedimento Groenlandia 
Vetter y Deming 
1994 y referencias 
incluidas 
-0,150 
Peptidasa Sedimento Groenlandia 
Vetter y Deming 
1994 y referencias 
incluidas 
0,739 
LAP Psicrófilo marino  Huston et al., 2004 0,736 
LAP Marino Estrecho de Fram 
Piontek et al., 
2014 
0,264 
LAP Marino Estrecho de Fram 
Piontek et al., 
2014 
0,903 
LAP Marino Estrecho de Fram 
Piontek et al., 
2014 
1,304 
LAP Marino Estrecho de Fram 
Piontek et al., 
2014 
1,773 
FA Bosque Bohemia Bárta et al., 2014 0,393 
FA Bosque Bohemia Bárta et al., 2014 0,484 






Tabla S2. Localización geográfica de las 29 estaciones de muestreo de las que se obtuvieron los datos 
utilizados este estudio. 
Océano Estación Coordenadas 
Pacífico 106 19° 53,49 N 141° 35,40 O 
 109 18° 01,67 N 133° 15,59 O 
 113 15° 18,62 N 121° 59,72 O 
 115 13° 48,23 N 115° 45,37 O 
 119 11° 21,26 N 105° 00,64 O 
 124 08° 08,51 N 90° 21,90 O 
 125 07° 13,42 N 87° 57,59 O 
Atlántico 128 14° 09,48 N 71° 40,40 O 
 132 18° 03,84 N 57° 48,20 O 
 134 19° 59,38 N 52° 38,19 O 
 138 23° 44,11 N 41° 54,11 O 
 140 26° 06,61 N 35° 15,45 O 
 144 29° 58,01 N 23° 41,14 O 
 145 30° 57,96 N 20° 38,99 O 
 146 32° 04,73 N 17° 15,96 O 
 11 12° 29,90 N 25° 59,17 O 
 19 07° 16,99 S 29° 19,34 O 
 24 18° 25,45 S 34° 38,66 O 
 33 27° 33,20 S 18° 05,36 O 
 35 28° 38,94 S 11° 48,70 O 
 38 30° 15,70 S 02° 26,12 O 
 40 31° 18,45 S 03° 44,92 E 
 43 32° 48,76 S 12° 46,15 E 
Índico 51 33° 11,66 S 43° 14,89 E 
 53 27° 58,69 S 63° 14,86 E 
 55 29° 21,21 S 69° 24,00 E 
 60 29° 44,93 S 86° 15,39 E 
 65 30° 19,65 S 103° 19,04 E 
 71 37° 14,36 S 124° 53,87 E 
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Tabla S3. Velocidades de hidrólisis potencial (Vsat, nM·h-1 -
leucina aminopeptidasa (LAP) y fosfatasa alcalina (FA) medidas a temperatura in situ. 
Estación Vsat muestras de superficie (nM·h-1) Vsat muestras del DCM (nM·h-1) 
 Tª (°C)  LAP FA Tª (°C)  LAP FA Prof. (m) 
Océano Pacífico          
106 23,4 3,0 51,8 30,5 20,8 2,6 48,3 28,7 125 
109 23,5  40,1 19,0      
113 24,2 3,0 51,0 41,1 13,4 2,5 46,2 37,4 137 
115 24,0  64,0 23,9      
119 28,3 5,5 71,3 40,1 21,9 4,2 73,7 34,8 34 
124 28,2 7,7 106,7 33,4 19,9 5,0 62,3  23 
125 28,0  150,0 21,23      
Océano Atlántico 
128 28,7 3,3 40,7 29,7 25,3 2,7 45,4  105 
132 28,5 3,3 38,5 37,4 24,4 2,8 34,4  160 
134 26,0  47,8 25,9      
138 26,9 3,7 54,0 29,0 21,1 3,7 52,3 32,8 130 
140 24,0  52,3 21,2      
144 21,0  38,8 12,7      
145 21,0 3,2 62,8 30,9 17,8 2,4 55,0 24,9 95 
146 24,0  53,9 20,4      
11 26,9 4,6 62,9 63,5 21,9 5,1 103,8 182,7 65 
19 27,1 7,0 90,0 82,9 21,7 5,8 101,2  121 
24 27,2    23,8 3,3 26,9  121 
33 25,6 3,2 44,0 26,1 17,9 1,7 31,6 19,6 120 
35 23,7  54,1 53,1      
38 22,8  65,0 46,0      
40 21,2 2,3 41,3 37,1 16,6 1,9 44,6 39,5 70 
43 20,8  60,9 48,9      
Océano Índico          
51 23,3 5,0 75,5 73,9 20,3 2,7 54,5 63,3 110 
53 26,3  62,9 42,3      
55 25,3 6,3 134,7 243,9 17,3 4,0 77,4 173,9 130 
60 22,5 2,7 62,0 64,0 16,0 1,8 49,4 52,8 150 
65 22,7  86,5 25,7      
71 17,9  53,2 15,1      





Tabla S4. Valores de la energía de activación (Ea -
aminopeptidasa (LAP) y fosfatasa alcalina (FA). 








106 23,4 0,327 0,344 0,154 20,8 0,180 0,255 0,151 125 
109 23,5  0,123 0,051      
113 24,2 0,251 0,226 0,143 13,4 0,126 0,157 0,155 137 
115 24,0  0,109 0,203      
119 28,3 0,328 0,172 0,136 21,9 0,239 0,111 0,119 34 
124 28,2 0,406 0,169 0,066 19,9 0,229 0,075  23 
125 28,0  0,154 0,066      
Océano Atlántico 
128 28,7 0,213 0,093 0,102 25,3 0,215 0,065  105 
132 28,5 0,274 0,135 0,173 24,4 0,160 0,099  160 
134 26,0  0,081 0,146      
138 26,9 0,402 0,241 0,133 21,1 0,316 0,226 0,233 130 
140 24,0  0,199 0,152      
144 21,0  0,204 0,172      
145 21,0 0,296 0,280 0,349 17,8 0,305 0,248 0,144 95 
146 24,0  0,278 0,250      
11 26,9 0,515 0,161 0,135 21,9 0,254 0,137 0,119 65 
19 27,1 0,234 0,127 0,113 21,7 0,231 0,080  121 
24 27,2    23,8 0,442 0,169  121 
33 25,6 0,698 0,325 0,281 17,9 0,438 0,239 0,190 120 
35 23,7  0,189 0,178      
38 22,8  0,277 0,260      
40 21,2 0,525 0,280 0,191 16,6 0,543 0,348 0,256 70 
43 20,8  0,208 0,111      
Océano Índico 
51 23,3 0,718 0,437 0,233 20,3 0,204 0,273 0,179 110 
53 26,3  0,145 0,079      
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55 25,3 0,540 0,499 0,332 17,3 0,603 0,359 0,242 130 
60 22,5 0,168 0,243 0,186 16,0 0,200 0,188 0,149 150 
65 22,7  0,226 0,136      
71 17,9  0,215 0,359      










  5 
Desarrollo de los objetivos 4 y 5: 
La exportación de enzimas modela la actividad 






1. JUSTIFICACIÓN y OBJETIVOS 
La materia orgánica del agua de mar es una mezcla compleja de compuestos orgánicos 
de diversa composición química, estructura física y reactividad (Nagata, 2008). 
Asimismo, conforma un gradiente continuo de tamaños, fruto de los procesos 
diagenéticos a los que ha sido sometida: las partículas de mayor tamaño son de más 
reciente producción y, por tanto, más lábiles, mientras que las partículas más pequeñas 
tienden a ser recalcitrantes y antiguas (Amon y Benner, 1996). 
En aguas oceánicas, la zona eufótica se caracteriza por tener una amplia disponibilidad 
de materia orgánica utilizable (Benner y Amon, 2015), siendo el principal mecanismo 
de producción la producción realizada por organismos autótrofos y subsiguiente 
liberación de productos extracelulares (Myklestad, 2000; Thornton, 2014). La materia 
orgánica de producción reciente se caracteriza por ratios C:N y C:P menores que el 
agua circundante, por lo que la mayor parte es rápidamente consumida por las 
comunidades bacterianas locales (Hama et al., 2004); sin embargo, una fracción de esa 
materia orgánica es exportada más allá de la zona eufótica y tiene un papel 
fundamental en el secuestro de carbono de la atmósfera (Benner y Ammon, 2015). 
La zona batipelágica del océano (1000-4000 m de profundidad) es uno de los biomas 
más extensos del planeta (Arístegui et al., 2009). Aunque las arqueas y las bacterias 
quimioautótrofas son importantes productores primarios (Herndl y Reinthaler, 2013), 
la principal fuente de carbono y energía del océano profundo es la exportación de la 
producción primaria desde la zona eufótica, por lo que ambas zonas de la columna de 
agua están fuertemente conectadas mediante la sedimentación de la materia orgánica 
particulada (Smith et al., 2018; Preston et al., 2020).  
Durante el descenso por la columna de agua, la materia orgánica de los agregados es 
transformada debido, principalmente, a la actividad enzimática bacteriana (Karl et al., 
1988; Baltar et al. 2013; Zhao et al., 2020). En consecuencia, la materia orgánica disuelta 
de aguas profundas se caracteriza por ser refractaria (Jiao et al., 2010) y por estar 
formada por un conglomerado de moléculas presentes en concentraciones inferiores a 
la inversión energética necesaria para su captación y degradación (Arrieta et al., 2015; 
Zark et al., 2017; Zark y Dittmar, 2018). Además, los microorganismos que habitan 
estas aguas también tienen que lidiar con una presión hidrostática alta (Tamburini et 
al., 2013) y temperaturas permanentemente bajas, lo que conlleva que las aguas sean 
más densas y la difusión de energía y nutrientes se ralentice, afectando finalmente a la 
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velocidad a la que tienen lugar los procesos metabólicos (Nagata et al., 2010; Poli et al., 
2017). 
En lo que se refiere a las actividades enzimáticas extracelulares, son numerosos los 
estudios realizados en aguas superficiales del océano (p. ej. Davey et al., 2001; Misic et 
al., 2006; Ayo et al., 2017). Los resultados obtenidos indican que, de manera general, 
las medidas de actividad enzimática son superiores a las de aguas profundas (Nagata 
et al., 2010; Arnosti, 2011) y también se han observado gradientes espaciales de 
actividad hidrolítica congruentes con la variabilidad espacial de la composición de las 
comunidades microbianas (Martiny et al., 2006; Pommier et al., 2007; Fuhrman et al., 
2008). Por el contrario, son muy escasos los estudios realizados en la zona batipelágica 
y estos se restringen a áreas concretas del océano Pacífico (Koike y Nagata, 1997; 
Hoppe y Ullrich, 1999), del océano Atlántico (Baltar et al., 2009, 2010 y 2013) y del 
mar Mediterráneo (Tamburini et al., 2002 y 2009), lo que evidencia una limitación en 
el conocimiento de la hidrólisis de la materia orgánica en un ecosistema clave en los 
ciclos bioquímicos del océano (Arístegui et al., 2009).  
En aguas batipelágicas, la actividad enzimática es esencialmente bacteriana y está 
estrechamente relacionada con los agregados de materia orgánica particulada 
(Tamburini et al., 2003; Baltar et al., 2010 y 2013; Zhao et al., 2020). Las velocidades de 
hidrólisis registradas son asombrosamente altas para las bajas densidades celulares 
existentes y, asimismo, se ha detectado una alta contribución de la fracción disuelta a 
la actividad enzimática total, siendo incluso superior que en aguas superficiales (Baltar 
et al., 2009, 2010 y 2013).  
Si se asume que la secreción de las enzimas disueltas corresponde exclusivamente a las 
comunidades batipelágicas, las actividades enzimáticas normalizadas con la densidad 
celular dan lugar a valores extraordinariamente altos. Esto es especialmente llamativo 
dado que la producción heterótrofa específica y la eficiencia de crecimiento son 
extremadamente bajas, indicativas de que el océano profundo es un medio hostil en 
cuanto al mantenimiento del metabolismo (Reinthaler et al., 2006; Arístegui et al., 
2009). Otra posible explicación es que una fracción de la actividad enzimática que se 
mide en el océano profundo tenga su origen en enzimas secretadas en aguas 
superficiales y que hayan sido transportadas adsorbidas a los agregados que de manera 
continua sedimentan en las profundidades del océano (Koike y Nagata, 1997; Hoppe 
y Ullrich, 1999). En ese caso, la relevancia de la actividad de las enzimas exportadas en 
los ciclos biogeoquímicos del océano profundo estaría directamente relacionada con 




A este respecto, los estudios realizados en sistemas marinos con enzimas de muestras 
naturales apuntan a que la vida media puede ser de unas decenas de horas a varios días 
(Bochdansky et al., 1995; Li et al.,1998; Steen y Arnosti, 2011; Baltar et al., 2013; 
Thomson et al., 2019), lo que permite suponer que la actividad de las enzimas disueltas 
puede llegar a tener efecto en zonas de la columna de agua bien alejadas de su lugar de 
producción (Wetzel, 1991; Ziervogel y Arnosti, 2008; Ziervogel et al., 2010). En 
consecuencia, si existiera un transporte vertical de enzimas al océano profundo, 
normalizar las medidas de actividad enzimática supondría una sobreestimación de la 
capacidad hidrolítica de las bacterias de las comunidades batipelágicas. 
Basándonos en todo lo mencionado anteriormente, se planteó la hipótesis de que una 
parte de la actividad enzimática de las aguas profundas oceánicas pudiera tener su 
origen en las enzimas originadas en la zona epipelágica y que son exportadas al océano 
profundo. En concreto, se decidió llevar a cabo el estudio con leucina aminopeptidasa 
debido, por un lado, a que los compuestos nitrogenados tienen un papel fundamental 
en el crecimiento bacteriano (Münster y Chróst, 1990). Por otro lado, la materia 
orgánica de las zonas epi- y batipelágicas del océano difiere notablemente en su 
composición debido al consumo preferencial del nitrógeno frente al carbono durante 
su descenso en la columna de agua (Karl et al., 1988; Benner, 2002), por lo que estos 
cambios en su composición deberían de reflejarse de manera contrastada en la 
actividad aminopeptidasa. 
Para abordar la hipótesis principal, primero se analizaron comparativamente la 
actividad potencial total y disuelta de leucina aminopeptidasa en aguas superficiales y 
profundas de la columna de agua utilizando la base de datos obtenida a lo largo de los 
océanos Atlántico, Índico y Pacífico durante la Expedición de Circunnavegación 
Malaspina 2010. Asimismo, se realizaron ensayos cinéticos para profundizar en la 
comparación entre las zonas epi- y batipelágicas, utilizando los parámetros cinéticos 
Vmax y Km y la ratio derivada de ambos (eficiencia catalítica, Vmax/Km) como indicadores 
del nivel de adaptación de las comunidades bacterianas a la materia orgánica 
disponible. Por último, se estudió el efecto de la temperatura en los parámetros 
cinéticos de las enzimas de las muestras de las zonas epi- y batipelágica del océano 
mediante experimentos de incubación. Estudios realizados con bacterias en 
laboratorio han demostrado diferencias en la respuesta frente a la temperatura de las 
enzimas de organismos mesófilos y psicrófilos (Feller y Gerday, 2003 y referencias en 
este documento), lo que puede ser una herramienta útil a la hora de caracterizar y 
comparar las enzimas de profundidades tan diferenciadas. 
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Adicionalmente, se llevó a cabo la determinación de la vida media de las enzimas 
disueltas en aguas superficiales mediante experimentos realizados en diferentes 
estaciones oceánicas para dilucidar si la actividad de las enzimas extracelulares puede 
perdurar lo suficiente como para llegar a influir en la actividad enzimática del océano 
profundo. Por último, se estudió el efecto del descenso de la temperatura en la 
actividad de las enzimas disueltas, proceso similar al que se verían sometidas a lo largo 
de la exportación a lo largo de la columna de agua. 
2. MATERIAL Y MÉTODOS 
2.1 Área de estudio y toma de muestras 
Las muestras de agua de mar se recogieron y analizaron a bordo del BIO Hespérides 
durante la Expedición de Circunnavegación Malaspina 2010, que comenzó en 
diciembre de ese mismo año y finalizó en julio del 2011 (Duarte, 2015). A lo largo de 
la expedición, el muestreo se realizó entre las latitudes 35,1° N y 40,6° S en un total de 
89 estaciones distribuidas en los océanos Pacífico (28 estaciones), Atlántico (42 
estaciones) e Índico (19 estaciones) (Figura 20).  
Las muestras de agua de mar se recogieron en cada estación entre las 07:00 y 10:00 h 
de la mañana y en varias profundidades de la columna de agua: a 3 m de profundidad 
,  en el máximo profundo de clorofila, 23 m-
160 m ( utilizando un sistema de roseta de 24 botellas Niskin de 12 l con un 
intrumento CTD SeabirdSBE9 integrado, y en la zona batipelágica, 2000-4000 m de 






Figura 20: Localización de las 89 estaciones de muestreo a lo largo del Océanos Atlántico 
(A, estaciones 1-44 y 127-146), Océano Índico (B, 45-76) y Océano Pacífico (C, estaciones 
79-126). La numeración de las estaciones se corresponde con la utilizada en la Expedición 
de Circunnavegación Malaspina 2010. 
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En cada estación se realizó uno o varios de los siguientes ensayos experimentales: 
actividad enzimática potencial, ensayos cinéticos y estabilidad de las enzimas disueltas, 
que se describen a continuación.  
La localización geográfica de las estaciones, tipo de muestras analizadas y tipo de 
ensayo experimental realizado se detallan en la Tabla S1.  
 
2.2 Actividad enzimática potencial 
La actividad enzimática leucina aminopeptidasa se midió como representativa de la 
hidrólisis de sustratos orgánicos complejos de tipo proteico comúnmente hallados en 
el medio natural. La medida de la actividad se realizó mediante el uso del sustrato 
fluorogénico L-Leucina-7-amido-4-metilcumarina (Hoppe, 1983), que es un sustrato 
modelo de una gran variedad de péptidos y proteínas. Hay que tener presente que esta 
metodología está basada en la adición de sustratos modelo artificiales susceptibles de 
ser hidrolizados por un amplio conjunto de isoenzimas peptidasa (Chróst, 1991; 
Christian y Karl, 1998; Steen et al., 2015), por lo que los resultados que se presentaran 
más adelante deben de interpretarse como velocidades de hidrólisis resultado de la 
actividad de todas las isoenzimas presentes en la muestra natural. 
Los ensayos de actividad enzimática potencial (Vsat) de leucina aminopeptidasa se 
llevaron a cabo en un total de 85 estaciones: 40 estaciones en el Océano Atlántico, 18 
estaciones en el Océano Índico y 27 estaciones en el Océano Pacífico (Figura 21 y 
Tabla S1). Para todas las estaciones se recogió muestra a 3 m de profundidad 
y en la zona batipelágica a 2000-4000 m de profundidad (
adicionalmente, en 64 de las estaciones también se recogió agua en el máximo 
profundo de clorofila ( .  
La actividad potencial total se midió en las tres profundidades mencionadas y para ello, 
la muestra de agua de mar sin alterar se distribuyó en un volumen de 240 µl a 
microplacas de 96 pocillos con una pipeta multicanal. Asimismo, se midió la actividad 
potencial de la 
el agua de mar de la profundidad correspondiente se filtró previamente con jeringa a 
través de filtros Acrodisc de 0,1 µm de tamaño de poro (Kim et al., 2007) y de baja 
unión a proteínas, con el objetivo de minimizar la adsorción de las enzimas 
extracelulares al propio filtro (Obayashi y Suzuki, 2008). A continuación, las muestras 





Figura 21: Localización de las estaciones de muestreo en los océanos Atlántico (A), Índico 
(B) y Pacífico (C) en las que se realizaron los ensayos de actividad enzimática potencial 
(Vsat) de leucina aminopeptidasa en superficie y fondo.  Se han representado con círculos 
negros aquellas estaciones en las que también se recogió muestra de agua en el máximo 
profundo de clorofila (DCM). La numeración de las estaciones se corresponde con la 
utilizada en la Expedición de Circunnavegación Malaspina 2010.  
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Se prepararon viales con una solución concentrada (x1000) del sustrato con metanol 
al 40 %, que se mantuvieron congelados a -20 °C hasta el momento de su utilización. 
El día del ensayo experimental, se descongeló uno de los viales a temperatura ambiente 
y se prepararon las diluciones pertinentes con agua Mili-Q para que al añadir 10 µl a 
240 µl de muestra de agua de mar se obtuviera una concentración final de 1000 µM. 
Las medidas de actividad se realizaron por cuadruplicado.  
Posteriormente, las muestras de fracción total y disuelta se incubaron a temperatura in 
situ, que en el caso de las muestras de superficie abarcó un rango de 16-29 °C y en el 
caso de las de la zona batipelágica, de 1-4 °C. Las medidas de fluorescencia se realizaron 
inmediatamente después de la adición de sustrato y en repetidas ocasiones a lo largo 
de las siguientes 48 h, aunque en la mayoría de los casos, los tiempos de incubación 
menores a 18 h fueron suficientes para obtener incrementos lineales de fluorescencia 
significativos. La fluorescencia se midió mediante un espectrofluorímetro equipado 
con un lector de microplaca (Synergy 2, Biotek) en las longitudes de onda 380 nm 
(excitación) y 440 nm (emisión). Las unidades de fluorescencia se trasformaron en 
concentración de producto liberado mediante rectas patrón de 7-amino-4-
metilcumarina en un rango de 0-96 nM (concentración final). Como blancos para 
determinar la fluorescencia intrínseca de la muestra se utilizaron submuestras a las que 
no se añadió sustrato análogo. En experimentos previos realizados con agua marina 
costera hervida se demostró que la hidrólisis abiótica de sustrato no era significativa.  
Los datos brutos fueron tratados mediante el software de análisis de datos  y las 
velocidades de hidrólisis se expresaron como nanomoles de producto MCA liberado 
por litro y por hora (Vsat, nM·h-1). 
 
2.3 Ensayos cinéticos 
La determinación de los parámetros cinéticos de leucina aminopeptidasa se llevó a 
cabo en un total de 33 estaciones: 18 estaciones en el Océano Atlántico, 7 estaciones en 
el Océano Índico y 8 estaciones en el Océano Pacífico (Figura 22 y Tabla S1). En todas 
y en la zona 
batipelágica a 2000-4000 m ); adicionalmente, en 16 de las estaciones de 





Figura 22: Localización de las estaciones de muestreo en los océanos Atlántico (A), Índico 
(B) y Pacífico (C) en las que se realizaron los ensayos cinéticos de leucina aminopeptidasa 
en superficie y fondo. Se han representado con círculos negros aquellas estaciones en las 
que también se recogió muestra de agua en el máximo profundo de clorofila (DCM). La 
numeración de las estaciones se corresponde con la utilizada en la Expedición de 
Circunnavegación Malaspina 2010. 
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El procedimiento experimental para la obtención de las velocidades de hidrólisis a 
temperatura in situ fue idéntico al descrito en el apartado 2.2 Ensayos de actividad 
enzimática potencial, con la salvedad de la preparación de las soluciones de sustrato.  
En los ensayos cinéticos, se descongeló uno de los viales a temperatura ambiente y se 
prepararon las diluciones pertinentes con agua Mili-Q para que al añadir 10 µl a 240 
µl de muestra de agua de mar se obtuvieran 11 concentraciones finales en el rango de 
0-1500 µM. Para cada concentración, las medidas de actividad se realizaron por 
cuadruplicado y tras incubar la muestra a temperatura in situ.  
Los datos brutos fueron tratados a través del software de análisis de datos y las 
velocidades de hidrólisis se modelizaron ajustando a la ecuación propuesta por 
Michaelis-Menten (Michaelis y Menten 1913) y utilizando la regresión de mínimos 
cuadrados no lineales mediante la función nls del paquete stats del software R (R 
Development Core Team, Austria). De esta manera, se calcularon para cada muestra 
la velocidad máxima de la reacción enzimática (Vmax, nM·h-1) y la constante de 
saturación de Michaelis (Km, µM), que indica la afinidad enzima-sustrato. 
Adicionalmente, se calculó la ratio Vmax/Km como indicativa de la eficiencia catalítica, 
que se corresponde con la pendiente de la ecuación de Michaelis-Menten a bajas 
concentraciones de sustrato (Healey, 1980). 
Adicionalmente, se determinó el efecto de la temperatura en los parámetros cinéticos 
de leucina aminopeptidasa en un total de total de 11 estaciones: 7 estaciones en el 
Océano Atlántico, 2 estaciones en el Océano Índico y 2 estaciones en el Océano 
Pacífico (Figura 23 y Tabla S1). En todas las estaciones se recogió muestra a 3 m de 
y en la zona batipelágica a 2000- . 
 
Figura 23: Localización de las estaciones de muestreo en las que se realizó el estudio del 
efecto de la temperatura en los parámetros cinéticos de leucina aminopeptidasa en 
superficie y fondo. La numeración de las estaciones se corresponde con la utilizada en la 




El procedimiento experimental para la obtención de los parámetros cinéticos fue 
idéntico al descrito anteriormente en este apartado, con la salvedad de la temperatura 
de incubación de las muestras. Tanto para las muestras como para las 
de microplacas, y cada una de ellas se incubó a una de las 
siguientes temperaturas: temperatura in situ de superficie, temperatura in situ de 
fondo y una temperatura intermedia entre ambas.  
 
2.4 Estabilidad de las enzimas disueltas 
Los ensayos para estudiar la estabilidad de las enzimas disueltas se llevaron a cabo con 
muestras de superficie de 3 estaciones: la estación 13 en el Océano Atlántico, la estación 
47 en el Océano Índico y la estación 112 en el Océano Pacífico (Figura 24 y Tabla S1). 
 
Figura 24: Localización de las estaciones de muestreo en las que se realizaron los ensayos 
de estabilidad de las enzimas disueltas de leucina aminopeptidasa en superficie. La 
numeración de las estaciones se corresponde con la utilizada en la Expedición de 
Circunnavegación Malaspina 2010. 
El agua de mar se filtró con jeringa como se ha descrito anteriormente y se distribuyó 
en 12 microplacas de 96 pocillos. Experimentos previos realizados con muestras de 
agua de mar de un sistema costero, permitieron deducir que la filtración a través de 0,1 
µm de tamaño de poro era el procedimiento adecuado para minimizar el crecimiento 
de bacterias durante experimentos de larga duración (datos no mostrados). Asimismo, 
se utilizaron únicamente los pocillos interiores de las microplacas para evitar 
alteraciones en el volumen de la muestra debido a desecamiento. 
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Con el objetivo de determinar el efecto de la temperatura en la estabilidad de las 
enzimas disueltas, 6 de las microplacas se incubaron a la temperatura in situ de 
superficie y el resto, a la temperatura in situ del fondo de la columna de agua. 
Las microplacas se incubaron durante 10-20 días, y en momentos concretos a lo largo 
de dicha incubación (días 0, 2, 5, 10, 15 y 20), se utilizó una microplaca de cada 
conjunto para determinar la actividad enzimática con una concentración final de 
sustrato de 1000 µM, mediante el procedimiento experimental descrito en el apartado 
2.2 Ensayos de actividad enzimática potencial.  
La estabilidad de las enzimas disueltas se cuantificó mediante el parámetro vida media 
(t1/2, días), que se define como el tiempo necesario para que la actividad enzimática 
descienda a la mitad y que viene dada por la siguiente ecuación (Steen y Arnosti, 2011): 
 
(días-1). 
Para la estimación de la constante de inactivación, primero, se calculó para cada 
tiempo de incubación la proporción de actividad enzimática remanente con respecto 
a la actividad enzimática inicial (At/A0). A continuación, se representaron los valores 
At/A0 obtenidos frente al tiempo de incubación expresado en días y se ajustaron a un 
modelo exponencial negativo utilizando la función nls del paquete stats del software R 
(R Development Core Team, Austria). La constante de inactivación de la actividad 
enzimática (k, días-1) se determinó como el valor absoluto del exponente negativo del 
modelo y se consideró válida para un posterior análisis cuando su nivel de significación 
fue p  0,05.  
 
2.5 Tratamiento estadístico 
Adicionalmente a los análisis específicos de cada cuerpo de trabajo descritos 
anteriormente, se realizaron las siguientes pruebas estadísticas.  
Las diferencias entre los valores medios de los parámetros enzimáticos de las muestras 
de superficie, DCM y fondo se analizaron mediante la prueba no paramétrica de 
Wilcoxon para muestras pareadas con una corrección post hoc de Bonferroni para tres 




Las relaciones entre los valores observados en las zonas epipelágica y batipelágica de 
cada estación se detectaron mediante el coeficiente de correlación de Pearson (r) 
después de transformar los datos de manera logarítmica (p 
estadísticos se llevaron a cabo con el programa IBM SPSS Statistics (version 24) para 
Windows.  
3. RESULTADOS 
3.1 Análisis comparativo de las zonas epi- y batipelágica del 
océano 
La actividad enzimática total de leucina aminopeptidasa en las zonas epipelágica y 
batipelágica del océano se presentan en la Figura 25 (ver también Tabla 1). De manera 
general, se observó que los valores de Vsat total fueron dos veces superiores tanto en 
superficie como en DCM en comparación con los de la zona batipelágica, siendo las 
diferencias estadísticamente significativas (p  0,017, Tabla S2). 
 
Figura 25: Distribución de los valores de actividad enzimática total (Vsat) de leucina 
aminopeptidasa obtenidos durante este estudio en superficie (3 m, verde), máximo 
profundo de clorofila (DCM, naranja) y zona batipelágica (fondo, gris). 
  
La exportación de enzimas modela la actividad leucina aminopeptidasa del océano profundo. 
92 
 
Tabla 1. Valores de la media ± error estándar (n) de las variables enzimáticas obtenidas en los 
ensayos de actividad potencial a lo largo de la Expedición de Circunnavegación Malaspina 2010: 
velocidad de hidrólisis de la fracción total (Vsat total, nM·h-1) y porcentaje de actividad disuelta (AE 
dis, %). 
 Vsat total (nM·h-1) AE dis (%) 
Océano Atlántico   
3 m 62±3 (39) 85±2 (39) 
DCM 65±5 (28) n.d. 
Fondo 39±3 (35) 97±1 (35) 
Océano Índico   
3 m 77±5 (17) 76±6 (17) 
DCM 63±3 (15) n.d. 
Fondo 38±2 (16) 98±1 (16) 
Océano Pacífico   
3 m 116±32 (25) 75±7 (25) 
DCM 76±15 (20) n.d. 
Fondo 41±6 (24) 99±0 (24) 
Océano global   
3 m 82±10 (81) 80±2 (81) 
DCM 68±5 (63) n.d. 
Fondo 40±2 (75) 98±0(75) 
Notas. DCM: máximo profundo de clorofila; n.d.: no hay datos. 
 
Asimismo, las medidas de actividad enzimática de la muestra filtrada indicaron que 
entre el 75-100 % de la actividad leucina aminopeptidasa de superficie corresponde a 
la fracción disuelta en el Oceáno Atlántico, mientras que fue del 70-90 % en el 
Oceáno Índico y del 70-95 % en el Oceáno Pacífico (Figura 27A). En lo que respecta 
al océano profundo, la contribución de la fracción disuelta fue notablemente 





Figura 27: Distribución de la actividad leucina aminopeptidasa en la fracción disuelta de 
las muestras de superficie (A) y las muestras de la zona batipelágica (B) a lo largo de todo 
el recorrido de la Expedición de Circunnavegación Malaspina 2010. El gradiente de color 
representa el porcentaje con respecto a la actividad total. 
El análisis de los parámetros cinéticos de la muestra total se utilizó como indicativo del 
grado de adaptación de las comunidades bacterianas a la materia orgánica disponible 
en las distintas profundidades estudiadas. Los resultados obtenidos para el océano 
global se han representado en la Figura 28 (ver también Tabla 2). La velocidad máxima 
de hidrólisis mostró un comportamiento análogo a la Vsat y los valores de aguas 
superficiales se distinguieron de manera significativa de los de aguas profundas 
(Figura 28A y Tabla S2). En el caso de la Km (media ± ES), se observó un descenso del 
valor medio entre superficie (Km 3 m: 457 ± 41 µM y Km DCM: 431 ± 39 µM) y fondo (Km 
4000 m: 357 ± 19 µM); sin embargo, las diferencias no fueron estadísticamente 
significativas (Figura 28B y Tabla S2). Por último, el valor de la eficiencia catalítica 
(Vmax/Km) también fue superior en la zona epipelágica con respecto a la batipelágica, 
aunque las diferencias solo fueron significativas entre 3 m y fondo (Figura 28C y Tabla 
S2). 




Figura 28: Diagrama de cajas de los resultados obtenidos para el océano global. Se han 
representado la velocidad máxima de hidrólisis (Vmax, A), la constante de saturación de 
Michaelis (Km, B) y de la eficiencia catalítica (Vmax/Km, C) de la actividad enzimática 
extracelular leucina aminopeptidasa en las tres profundidades analizadas: superficie (3 m, 
verde claro), DCM (DCM, verde oscuro) y zona batipelágica (fondo, gris). Se ha indicado 






Tabla 2. Valores de la media ± error estándar (n) de las variables enzimáticas obtenidas en los 
ensayos cinéticos a lo largo de la Expedición de Circunnavegación Malaspina 2010: velocidad 
máxima de hidrólisis (Vmax, nM·h-1), constante de saturación de Michaelis (Km, µM) y eficiencia 
catalítica (Vmax/Km, 10-3·h-1). 
 Vmax (nM·h-1) Km (µM) Vmax/Km (10-3·h-1) 
Océano Atlántico    
3 m 116±15 (18) 465±54 (18) 0,35±0,07 (18) 
DCM 97±12 (8) 469±35 (8) 0,21±0,03 (8) 
Fondo 54±6 (12) 412±23 (12) 0,13±0,01 (12) 
Océano Índico    
3 m 83±8 (6) 332±114 (6) 0,41±0,11 (6) 
DCM 78±4 (4) 313±31 (4) 0,26±0,03 (4) 
Fondo 48±5 (6) 261±48 (6) 0,22±0,04 (6) 
Océano Pacífico    
3 m 99±11 (8) 536±60 (8) 0,25±0,09 (8) 
DCM 91±4 (4) 473±130 (4) 0,24±0,07 (4) 
Fondo 54±2 (8) 347±14 (8) 0,16±0,01 (8) 
Océano global    
3 m 105±9 (32) 457±41 (32) 0,33±0,05 (32) 
DCM 91±6 (16) 431±39 (16) 0,23±0,02 (16) 
Fondo 52±3 (26) 357±19 (26) 0,16±0,01 (26) 
Notas. DCM: máximo profundo de clorofila. 
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Con el objetivo de profundizar en la hipótesis de una posible conectividad hidrolítica 
entre las aguas superficiales y batipelágicas del océano, se analizaron, por un lado, las 
correlaciones entre la actividad enzimática total y los parámetros cinéticos de leucina 
aminopeptidasa de ambas zonas de la columna de agua. En todos los casos se 
observaron correlaciones positivas de las variables enzimáticas estudiadas, tal y como 
puede comprobarse en la Figura 29.  
 
Figura 29: Covariación entre los valores de la zona epipelágica y batipelágica de la 
actividad enzimática potencial (Vsat, A), la velocidad máxima de hidrólisis (Vmax, B), la 
constante de saturación de Michaelis (Km, C) y de la eficiencia catalítica (Vmax/Km, D) de 
leucina aminopeptidasa. Se ha indicado para cada caso el valor del coeficiente de Pearson 
(r) y la significación estadística del análisis (p). 
Por otro lado, se caracterizó el efecto de la temperatura en los parámetros cinéticos de 
las enzimas de las muestras de aguas superficiales, sometiéndolas a un descenso de la 
temperatura, y de las muestras de aguas profundas del océano, sometiéndolas a un 
aumento de la temperatura. El comportamiento de la Km, la Vmax y la eficiencia 
catalítica frente a cambios en la temperatura de la muestra se ha representado en la 
Figura 30 para tres de las estaciones de muestreo analizadas (ver también Tabla S3). 
De manera general, en las muestras de la zona epipelágica se observó un descenso tanto 
del valor de la Km (por tanto, un aumento de la afinidad por el sustrato) como de la 
Vmax a medida que la temperatura experimental era menor, por lo que la eficiencia 
catalítica mostró la misma tendencia. Asimismo, en las muestras de la zona 
batipelágica también se observó una relación directa entre la temperatura experimental 





Figura 30: Evolución de la constante de Michaelis (Km, arriba), la velocidad máxima de 
hidrólisis (Vmax, centro) y de la eficiencia catalítica (Vmax/Km, abajo) en función de la 
temperatura. Se han representado los datos de superficie (naranja) y fondo (azul) de una 
estación representativa de cada océano: estación 35 (Océano Atlántico), estación 65 
(Océano Índico) y estación 115 (Océano Pacífico). 
 
3.2 Estabilidad de las enzimas extracelulares 
Los experimentos de estabilidad realizados con muestras de agua filtrada de superficie 
incubada a temperatura in situ (rango: 24-28 °C) permitieron definir la vida media de 
las enzimas extracelulares de leucina aminopeptidasa. La pérdida de actividad 
enzimática se ajustó a un modelo exponencial negativo (Figura 31, color naranja). 
Utilizando la constante de inactivación deducida a partir del exponente de la ecuación, 
se calculó que la vida media de las enzimas disueltas fue de 8,6-9,5 días en la estación 
13 (Océano Atlántico), 12,0-13,3 días en la estación 47 (Océano Índico) y de 31,5-34,7 
en la estación 112 (Océano Pacífico).  
De manera paralela, se llevó a cabo un experimento en el que el agua filtrada de 
superficie se incubó a la temperatura del fondo de la columna de agua (rango: 1-3 °C) 
para conocer en qué medida el descenso de la temperatura del agua, semejante al que 
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podría ocurrir durante el transporte vertical de enzimas, afecta a su actividad. En este 
caso, la pérdida de actividad también se ajustó a un modelo exponencial negativo 
(Figura 31, color azul) y la vida media de las enzimas disueltas fue de 5,7-6,2 días en 
la estación 13, 11,2-16,5 días en la estación 47 y de 21,7-23,1 días en la estación 112 
(Océano Pacífico). No se observaron diferencias en la estabilidad de los enzimas de 
superficie y fondo. 
 
Figura 31: Representación de la pérdida de actividad (At/A0 ± error estándar) de las enzimas 
disueltas de leucina aminopeptidasa frente al tiempo de incubación de las muestras de 
superficie de la estación 13 (Océano Atlántico, arriba), estación 47 (Océano Índico, centro) y 
estación 112 (Océano Pacífico, abajo). Se han representado conjuntamente el valor medio ± 
error estándar de la muestra incubada a la temperatura in situ de superficie (naranja) y a la 



















































Tabla S1. Localización geográfica de las estaciones de muestreo de las que se obtuvieron los datos 
utilizados este estudio.  
Crucero Estación Latitud Longitud Experimento Profundidad 
    VSat Kin Tª ESE  
Océano Atlántico         
1 1 35,14° N 9,52° O X    3 m/Fondo 
1 2 34,00° N 12,78° O X    3 m/Fondo 
1 3 29,68° N 17,29° O X    3 m/DCM/Fondo 
1 4 28,70° N 18,87° O  X   3 m/ Fondo 
1 5 24,97° N 21,05° O X X   3 m/Fondo 
1 6 23,27° N 22,22° O X X   3 m/DCM/Fondo 
1 9 16,16° N 26,03° O X    3 m/DCM/Fondo 
1 10 14,52° N 26,00° O X X X  3 m/Fondo 
1 11 12,50° N 25,99° O X    3 m/DCM/Fondo 
1 12 9,56° N 25,99° O X    3 m/DCM/Fondo 
1 13 7,32° N 26,00° O    X 3 m 
1 14 4,99° N 26,00° O X X   3 m/DCM/Fondo 
1 19 7,28° S 29,32° O X    3 m/DCM/Fondo 
1 20 9,13° S 30,19° O X X X  3 m/Fondo 
1 22 13,74° S 32,38° O X X   3 m/DCM/Fondo 
1 23 15,83° S 33,40° O X    3 m/Fondo 
1 24 18,42° S 34,64° O X    3 m/DCM/Fondo 
1 25 21,09° S 35,97° O X    3 m/DCM/Fondo 
2 27 24,32° S 36,22° O X    3 m/DCM/Fondo 
2 30 25,87° S 27,57° O X X   3 m/DCM/Fondo 
2 33 27,55° S 18,09° O X    3 m/DCM/Fondo 
2 35 28,65° S 11,81° O X X X  3 m/Fondo 
2 37 29,77° S 5,31° O X X   3 m/DCM/Fondo 
2 38 30,26° S 2,44° O X X X  3 m/Fondo 
2 39 30,88° S 0,97° E X    3 m/DCM/Fondo 
2 40 31,31° S 3,75° E X    3 m/DCM/Fondo 
2 43 32,81° S 12,77° E X X   3 m/Fondo 
2 44 33,23° S 15,34° E X    3 m/DCM/Fondo 
7 127 12,36° N 74,04° O X    3 m/DCM/Fondo 
7 128 14,16° N 71,67° O X    3 m/DCM/Fondo 
7 130 15,53° N 67,01° O X X   3 m/DCM/Fondo 
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7 132 18,06° N 57,80° O X    3 m/DCM/Fondo 
7 133 19,00° N 55,15° O X    3 m/DCM/Fondo 
7 134 19,99° N 52,64° O X X X  3 m/Fondo 
7 135 20,80° N 50,14° O X X   3 m/DCM/Fondo 
7 138 23,74° N 41,90° O X    3 m/DCM/Fondo 
7 139 24,84° N 38,71° O X    3 m/DCM/Fondo 
7 140 26,11° N 35,26° O X X X  3 m/Fondo 
7 141 26,91° N 32,84° O X X   3 m/DCM/Fondo 
7 143 28,87° N 26,95° O X    3 m/DCM/Fondo 
7 145 30,97° N 20,65° O X    3 m/DCM/Fondo 
7 146 32,08° N 17,27° O X X X  3 m/Fondo 
Océano Índico         
3 45 35,14° S 25,56° E X    3 m/DCM/Fondo 
3 47 34,44° S 31,11° E    X 3 m 
3 49 33,91° S 37,04° E X X   3 m/DCM/Fondo 
3 51 33,19° S 43,25° E X    3 m/DCM/Fondo 
3 52 30,06° S 61,43° E X    3 m/DCM/Fondo 
3 53 27,98° S 63,25° E X X   3 m/Fondo 
3 55 29,35° S 69,40° E X    3 m/DCM/Fondo 
3 57 29,90° S 76,09° E X    3 m/DCM/Fondo 
3 58 29,83° S 79,61° E X X   3 m/DCM/Fondo 
3 60 29,75° S 86,26° E X    3 m/DCM/Fondo 
3 63 29,57° S 96,41° E X X   3 m/DCM/Fondo 
3 64 30,33° S 103,31° E X    3 m/DCM/Fondo 
3 65 30,33° S 103,32° E X X X  3 m/Fondo 
4 69 35,98° S 117,41° E X    3 m/DCM/Fondo 
4 70 36,64° S 120,86° E X    3 m/DCM/Fondo 
4 71 37,24° S 124,90° E X X X  3 m/Fondo 
4 73 38,58° S 131,51° E X    3 m/DCM/Fondo 
4 75 39,87° S 138,74° E X X   3 m/DCM/Fondo 
4 76 40,55° S 142,50° E X    3 m/DCM/Fondo 
Océano Pacífico         
5 79 34,06° S 176,02° E X    3 m/DCM/Fondo 
5 83 23,38° S 178,21° O X    3 m/DCM/Fondo 
5 86 15,90° S 174,49° O X    3 m/Fondo 




5 89 9,47° S 172,30° O X    3 m/DCM/Fondo 
5 92 3,41° S 169,46° O X    3 m/DCM/Fondo 
5 93 1,30° S 168,35° O X    3 m/DCM/Fondo 
5 96 6,99° N 164,37° O X    3 m/DCM/Fondo 
5 98 11,59° N 162,41° O X    3 m/DCM/Fondo 
6 101 21,89° N 155,66° O X    3 m/DCM/Fondo 
6 102 21,57° N 153,42° O X    3 m/DCM/Fondo 
6 104 20,78° N 148,27° O X X   3 m/DCM/Fondo 
6 106 19,89° N 141,59° O X    3 m/DCM/Fondo 
6 108 18,65° N 136,18° O X    3 m/DCM/Fondo 
6 109 18,03° N 133,26° O X X   3 m/Fondo 
6 110 17,37° N 130,61° O X X   3 m/DCM/Fondo 
6 112 15,91° N 124,47° O    X 3 m 
6 113 15,31° N 122,00° O X    3 m/DCM/Fondo 
6 114 14,53° N 118,77° O X    3 m/DCM/Fondo 
6 115 13,80° N 115,76° O X X X  3 m/Fondo 
6 116 13,21° N 113,26° O X X   3 m/DCM/Fondo 
6 119 11,35° N 105,01° O X    3 m/DCM/Fondo 
6 120 10,76° N 102,44° O X    3 m/DCM/Fondo 
6 121 10,09° N 99,25° O X X   3 m/Fondo 
6 122 9,45° N 96,34° O X X   3 m/DCM/Fondo 
6 124 8,14° N 90,37° O X    3 m/DCM/Fondo 
6 125 7,22° N 87,96° O X X X  3 m/Fondo 
6 126 5,91° N 84,79° O X    3 m/DCM/Fondo 
Notas. Vsat: actividad enzimática potencial; Kin: parámetros cinéticos; Tª: estudio del efecto de la 
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Tabla S2. Resultados del análisis de la prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras pareadas 
con una corrección post hoc de Bonferroni para tres comparaciones (p 
cada caso el valor de p (n) y se han resaltado en negrita las comparaciones que fueron 
estadísticamente significativas.   
 Experimento 
 Actividad potencial Ensayos cinéticos 
 Vsat total (nM·h-1) AE dis (%) Vmax (nM·h-1) Km (µM) Vmax/Km (10-3· h-1) 
Océano Atlántico      
3 m - DCM p = 0,304 (28) n.d. p = 0,078 (8) p = 0,575 (8) p = 0,612 (8) 
3 m - Fondo p (34) p (32) p = 0,002 (12) p = 0,965 (12) p = 0,006 (12) 
DCM- Fondo p (25) n.d. p = 0,016 (7) p = 0,176 (7) p = 0,015 (7) 
Océano Índico      
3 m - DCM p = 0,003 (15) n.d. p = 0,066 (4) p = 0,465 (4) p = 0,273 (4) 
3 m - Fondo p = 0,001 (15) p = 0,016 (15) p = 0,043 (5) p = 0,893 (5) p = 0,080 (5) 
DCM- Fondo p = 0,001 (13) n.d. p = 0,109 (3) p = 0,109 (3) p = 0,593 (3) 
Océano Pacífico      
3 m - DCM p = 0,005 (19) n.d. p = 1,000 (4) p = 0,285 (4) p = 0,465 (4) 
3 m - Fondo p (22) p = 0,014 (22) p = 0,012 (8) p = 0,106 (8) p = 0,499 (4) 
DCM- Fondo p (18) n.d. p = 0,068 (4) p = 0,465 (4) p = 0,465 (4) 
Océano global      
3 m - DCM p = 0,007 (62) n.d. p = 0,015 (16) p = 0,776 (16) p = 0,570 (16) 
3 m - Fondo p (71) p (69) p (25) p = 0,346 (25) p = 0,001 (25) 
DCM- Fondo p (56) n.d. p = 0,001 (14) p = 0,035 (14) p = 0,030 (14) 
Notas. Vsat: actividad enzimática potencial; AE dis (%): porcentaje de actividad disuelta; Vmax: 
velocidad máxima de hidrólisis; Km: constante de saturación de Michaelis; Vmax/Km: eficiencia 






Tabla S3. Valores de la constante de saturación de Michaelis (Km, µM), la velocidad máxima de la 
reacción enzimática (Vmax, nM·h-1) y la eficiencia catalítica (Vmax/Km, 10-3·h-1) de leucina 
aminopeptidasa. 

















10 26 55 59 1,08 45 61 1,37 
10 12 68 49 0,72 46 52 1,14 
10 3 89 47 0,53 53 53 1,01 
20 27 80 55 0,69 200 45 0,23 
20 19 204 54 0,27 215 49 0,23 
20 12 475 50 0,10 245 46 0,19 
35 24 338 76 0,22 252 74 0,29 
35 13 363 57 0,16 253 55 0,22 
35 2 770 42 0,05 502 46 0,09 
38 24 65 80 1,23 29 22 0,76 
38 13 220 60 0,27 17 10 0,58 
38 2 409 42 0,10 15 4 0,24 
134 26 595 76 0,13 373 70 0,20 
134 12 645 69 0,11 380 62 0,16 
134 3 719 65 0,09 428 61 0,14 
140 22 769 84 0,11 682 87 0,13 
140 12 895 68 0,08 555 67 0,12 
140 3 1023 55 0,05 537 46 0,09 
146 24 405 79 0,19 372 76 0,20 
146 12 531 61 0,12 411 54 0,13 
146 3 1179 63 0,05 549 47 0,09 
Océano Índico 
65 18 189 220 1,16 196 84 0,43 
65 12 209 162 0,78 248 70 0,28 
65 8 322 179 0,56 252 63 0,25 
71 23 186 51 0,27 243 50 0,20 
71 12 332 54 0,16 240 46 0,19 
71 3 383 54 0,14 320 45 0,14 
Océano Pacífico 
115 24 576 93 0,16 368 70 0,19 
115 8 711 62 0,09 276 47 0,17 
115 2 1086 73 0,07 397 49 0,12 
125 28 196 173 0,88 390 66 0,17 
125 12 196 121 0,62 329 61 0,19 
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1. Dinámicas temporales de los parámetros cinéticos 
de las actividades enzimáticas leucina 
aminopeptidasa, β- y α-glucosidasa en aguas 
superficiales costeras 
1.1 Consideraciones metodológicas  
En este trabajo se presenta por primera vez, hasta donde sabemos, una extensa base de 
datos estacional e interanual de cinéticas hidrolíticas bifásicas en aguas superficiales de 
un sistema costero templado. Los ensayos cinéticos se llevaron a cabo con un conjunto 
de actividades enzimáticas extracelulares predominantes en aguas marinas, peptidasas 
y glucosidasas, y los datos obtenidos fueron posteriormente ajustados a modelos 
matemáticos de distinta complejidad. Salvo en contadas excepciones (<5 % de casos), 
se ha demostrado a lo largo de todo el período de estudio y para las tres actividades 
enzimáticas analizadas, la existencia de dos sistemas enzimáticos diferenciados, de alta 
afinidad y de baja afinidad respectivamente, lo que confirma la presumible 
heterogeneidad de isoenzimas en un ecosistema dinámico (Vrba et al., 1996; Arrieta y 
Herndl, 2002).  
Mientras que esta aproximación ha sido utilizada en estudios de muestras de suelo 
(Nannipieri et al., 1982; Panikov et al., 1992; Marx et al., 2001; Tischer et al., 2015), son 
escasos los estudios de cinéticas multifásicas de procesos de hidrólisis de la materia 
orgánica de alto peso molecular en la zona eufótica de sistemas acuáticos marinos (ver 
Tabla S1). Además, en la mayoría de los trabajos se ha asumido que las reacciones 
enzimáticas obedecían al modelo convencional de una cinética monofásica Michaelis-
Menten, tanto cuando los parámetros cinéticos se calcularon mediante linealización 
(Hanes-Woolf o Lineweaver-Burk), como con modelos no lineales. Los escasos 
trabajos que hemos encontrado en bibliografía en los que se realiza un ajuste a modelos 
multifásicos (Unanue 
et al., 1999) y fosfatasa alcalina (Bogé et al., 2012 y 2013) en aguas superficiales y 
aminopeptidasa en estudios de sedimento y aguas profundas (Talbot y Bianchi, 1997; 
Tholosan et al., 1999). En este sentido, los resultados del presente trabajo contribuyen 
a resaltar la importancia de la elección de un modelo adecuado para la determinación 





Asimismo, a la hora de caracterizar más de un sistema enzimático, hemos detectado la 
necesidad de usar al menos 12 concentraciones de sustrato, lo que se podría considerar 
el umbral mínimo de cara al diseño experimental de futuros ensayos cinéticos. Por un 
lado, un número adecuado de concentraciones contribuye a minimizar el efecto de la 
dispersión de los datos y por otro lado, es necesario para proveer a los modelos 
matemáticos más complejos de un número mínimo de datos con los que ejecutar las 
ecuaciones (Panikov et al., 1992). En el caso particular de este ecosistema costero, y 
con los resultados obtenidos, consideramos recomendable para futuros estudios 
cinéticos aumentar el límite superior del rango de concentraciones de la leucina 
aminopeptidasa hasta 600-1000 µM para refinar el cálculo de la Vmax y Km del sistema 
de baja afinidad. Por el contrario, siendo la actividad glucosidasa muy baja, sería 
aconsejable aumentar el número de concentraciones de sustrato <40 µM para 
conseguir una estimación más precisa de la Km de alta afinidad.  
Los estudios publicados sobre parámetros cinéticos de actividades hidrolíticas se han 
realizado utilizando rangos muy diferentes de concentraciones de sustrato. En la 
Figura 12 se muestra la relación de los valores de Km de las tres actividades enzimáticas 
extracelulares recopilados en bibliografía (Tabla S1) frente a la concentración máxima 
de sustrato utilizada en el estudio cinético. A pesar de la presumible variabilidad en la 
concentración de materia orgánica disuelta de los sistemas marinos incluidos, resulta 
evidente la dependencia de los valores de Km de leucina aminopeptidasa y de las 
enzimas glucosidasa en función del rango de concentración de sustrato utilizado. Sin 
embargo, en la mayoría de los estudios que incluyen medidas de actividad enzimática 
con una única concentración saturante (Vsat), esta suele estar mayormente entre 50-
500 µM (p. ej. Misic et al., 2006; Van Wambeke et al., 2009; Allison et al., 2012; Baltar 
et al., 2016; Baña et al., 2020). Los resultados obtenidos en el presente trabajo en el 
ecosistema de Armintza indican que en ese rango de concentración la medida de 
actividad obtenida sería resultante de los dos sistemas enzimáticos y, principalmente, 
del sistema de baja afinidad. Por tanto, se estaría perdiendo información acerca de la 
versatilidad de la respuesta enzimática y, más concretamente, del sistema de alta 
afinidad, lo cual resulta valioso dado que su actividad prevalece en las concentraciones 
de polímeros que las comunidades bacterianas encuentran en el medio marino, que 
habitualmente son <5 µM en el caso de las proteínas y polisacáridos (Keil y Kirchman, 
1994; Nagata, 2008).  




Figura 26: Relación entre los valores de Km de actividades enzimáticas extracelulares 
l -D- -D-
glucosidasa (triángulos invertidos amarillos) recopilados en bibliografía (ver Tabla S1) y 
la concentración máxima de sustrato (µM) utilizada en el estudio. En los casos en los que 
había más de un dato (media o rango), se ha representado el valor medio obtenido. Entre 
paréntesis se ha indicado el valor del coeficiente de Pearson (r) y la significación 
estadística (valor de p). 
Por todo lo mencionado anteriormente, de cara a estudios que incluyan medidas de 
actividad enzimática a concentraciones saturantes, consideramos necesaria la 
realización de un ensayo cinético previo en un rango amplio de concentraciones para 
detectar la posible existencia de más de un sistema enzimático. Este estudio cinético 
ayudaría a establecer las concentraciones saturantes del sistema enzimático de alta 
afinidad y el de baja afinidad, respectivamente. Por último, dada la variabilidad 
estacional observada en los parámetros cinéticos obtenidos en la estación de Armintza 
durante el estudio interanual, sería muy conveniente repetir periódicamente el estudio 
cinético teniendo en cuenta los posibles factores medioambientales que tienen efecto 
sobre las actividades enzimáticas: formaciones de bloom, gradientes tróficos dentro del 





1.2 La relevancia ecológica de los sistemas enzimáticos de alta 
y baja afinidad  
En la estación costera de Armintza, se han detectado de manera continuada dos 
sistemas enzimáticos con parámetros cinéticos claramente diferenciados: el sistema de 
alta afinidad, que representa un conjunto de isoenzimas que han maximizado su 
capacidad de respuesta a bajas concentraciones de sustrato, y el sistema enzimático de 
baja afinidad, que representa un conjunto de isoenzimas que responden de manera 
efectiva a altas concentraciones de sustrato. Por tanto, nuestros resultados ponen de 
manifiesto los marcados gradientes de concentración de materia orgánica que 
encuentran las bacterias en el medio marino. 
El agua de mar es un medio altamente diluido en sustratos de bajo peso molecular 
(concentraciones entre pM y nM), donde existen zonas en las que se acumula la 
materia orgánica, los llamados hot-spots, que ofrecen heterogeneidad espacial 
susceptible de ser colonizada por bacterias y pueden llegar a variar la concentración de 
sustrato disponible en 2-4 órdenes de magnitud con respecto al agua de mar colindante 
(Amin et al., 2012; Stocker, 2012). Estos hot-spots surgen como consecuencia de 
diferentes procesos abióticos, como la formación espontánea de geles poliméricos 
(Verdugo et al., 2004; Verdugo, 2012), y bióticos, entre los que se incluyen las 
excreciones por parte del zooplancton o la lisis celular (Middelboe et al., 1996; 
Blackburn et al., 1998; Simon et al., 2002). El fitoplancton también es una importante 
fuente de materia orgánica, ya que durante su crecimiento secreta una gran variedad 
de productos extracelulares (Myklestad, 2000; Thornton, 2014), creando un gradiente 
de concentración alrededor de la célula llamado ficosfera (Bell y Mitchell, 1972). 
Asimismo, durante la senescencia del bloom, cuando ocurre la lisis de células 
fitoplanctónicas, se liberan altas concentraciones de materia orgánica intracelular 
(~mM), que superan en 3-6 órdenes de magnitud las del agua colindante (~nM). Estas 
altas concentraciones, además, pueden persistir en el entorno de la célula el tiempo 
suficiente como para generar una respuesta bacteriana quimiotáctica (Stocker y 
Seymour, 2012). 
En este contexto, y en relación con nuestros resultados, los valores de Km de baja 
afinidad de LAP (~100-1000 µM) y de las glucosidasas (~2-500 µM) corresponderían 
a isoenzimas producidas por aquellas bacterias que habitan y colonizan los hot-spots 
con altas concentraciones de materia orgánica. En cambio, los sistemas de alta 
afinidad, con valores de Km de <10 µM en el caso de LAP y < 5 µM en el de las 
glucosidasas, reflejarían una adaptación de las bacterias para utilizar eficientemente las 
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bajas concentraciones de los sustratos poliméricos en la fase líquida. Otros autores 
también han atribuido las cinéticas multifásicas a la presencia en la muestra natural de 
poblaciones de microorganismos copiotrofos y oligotrofos (Panikov et al., 1992), o a 
su modo de vida preferencial, es decir, bacterias asociadas a partículas o de vida libre 
(Unanue et al., 1999). 
En este sentido, el estudio realizado de manera paralela por Uranga et al. con técnicas 
moleculares (Uranga et al., en preparación) puso de manifiesto la presencia en estas 
muestras de distintos grupos funcionales de bacterias. Por un lado, se identificaron 
OTUs que se consideraron bacterias especialistas de nicho, ya que estaban asociados 
exclusivamente al modo de vida libre o adherido a partículas. De acuerdo con nuestros 
resultados, estas bacterias especialistas podrían estar liberando al medio de manera 
preferente enzimas de alta afinidad o baja afinidad, respectivamente, en función del 
nicho ecológico que habitan.  
Por otro lado, aunque en menor número, se identificó otro conjunto de OTUs que se 
consideraron especies generalistas de nicho, y cuyas bacterias, a lo largo del ciclo 
estacional, se asignaron tanto al modo de vida libre como asociado a partículas. Esta 
versatilidad funcional podría verse favorecida si estas bacterias generalistas secretaran, 
tanto enzimas de alta afinidad como de baja afinidad, para poder adaptarse a los 
marcados gradientes de concentración de materia orgánica que ocurren en el 
ecosistema (Talbot y Bianchi, 1997; Tholosan et al., 1999). En relación con esta 
hipótesis, existe evidencia de procesos de intercambio de bacterias entre partículas y el 
agua colindante en función de las interacciones con factores físicos, biológicos o de 
disponibilidad de sustrato (Riemann et al., 2000; Gram et al., 2002; Kiørboe et al., 
2002). 
Los resultados de las cinéticas de las tres actividades enzimáticas estudiadas en este 
apartado, complementados con la información obtenida de la composición bacteriana 
mediante técnicas moleculares, parecen indicar que la detección de dos sistemas 
enzimáticos de distinta afinidad podría deberse a la presencia simultánea de grupos 
funcionales de bacterias generalistas y especialistas. Basándonos en este conocimiento 
adquirido, consideramos de alto interés para futuras líneas de trabajo, realizar un 
estudio cinético comparativo entre cepas especialistas de nicho y cepas generalistas. 
Además, en el caso de las cepas generalistas de nicho, sería interesante profundizar en 





1.3 Relación entre los parámetros cinéticos de las actividades 
enzimáticas extracelulares y las variables del ecosistema  
Al igual que en trabajos anteriores (Ruan et al., 2006; Steele et al., 2011), el uso del 
método de Análisis de Similitud Local (LSA) permitió encontrar asociaciones 
desplazadas entre variables; en concreto, se encontraron 22 correlaciones desplazadas, 
lo que supone un ~35 % del total de asociaciones detectadas. Estos resultados resultan 
de gran valor para profundizar en las dinámicas de la respuesta enzimática de la 
comunidad bacteriana con relación a otras variables del ecosistema de Armintza.  
1.3.1 Productores primarios 
Las correlaciones entre los parámetros cinéticos de las distintas actividades 
enzimáticas pusieron de manifiesto una correlación positiva y contemporánea entre 
todas las Vmax específicas, lo que sería indicativo de una respuesta enzimática inmediata 
y conjunta de la comunidad bacteriana en la síntesis y liberación al medio de las 
enzimas responsables de la hidrólisis de proteínas y carbohidratos. Esta coordinación 
en la expresión de las enzimas producidas por especies que genéticamente son muy 
diversas es un factor crítico para la adaptación a los diferentes pulsos de materia 
orgánica de alto peso molecular (Sinsabaugh et al., 2014). Especialmente, si se tiene en 
cuenta que, a nivel individual, los microorganismos suelen sintetizar y liberar tan sólo 
una pequeña fracción de todas las enzimas necesarias para degradar moléculas 
orgánicas complejas, por lo que rentabilizar la inversión metabólica realizada resulta 
prioritario (Berkhout et al., 2013; Traving et al., 2015).  
Asimismo, las correlaciones entre los parámetros cinéticos y la concentración de 
clorofila a y la densidad celular de cianobacterias evidenciaron que la composición de 
la comunidad fitoplanctónica está estrechamente relacionada con el conjunto de 
enzimas extracelulares que secreta la comunidad bacteriana heterótrofa. La correlación 
positiva entre la concentración de clorofila a y la Vmax específica de las tres actividades 
enzimáticas para los dos sistemas enzimáticos indica que el desarrollo del bloom de 
fitoplancton eucariota es el desencadenante de una respuesta por parte de la 
comunidad bacteriana, que se caracteriza por una mayor capacidad hidrolítica 
aminopeptidasa y glucosidasa. Por el contrario, la correlación negativa entre las Vmax 
específicas y la densidad de cianobacterias sugiere que la materia orgánica liberada por 
las cianobacterias conduce a una menor capacidad hidrolítica de la comunidad 
bacteriana.  
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Esta respuesta diametralmente opuesta podría ser el reflejo del tipo de materia orgánica 
que exudan los distintos grupos fitoplanctónicos. Becker et al. (2014), en sus 
experimentos con cepas de diatomeas y cianobacterias, demostraron que aquellas 
cepas que estaban filogenéticamente más relacionadas tendían a producir una gama de 
compuestos orgánicos semejantes en cuanto a su composición química, e incluso en 
abundancias relativas similares. También observaron que los exudados de diatomeas 
estaban mayormente constituidos por moléculas de alto peso molecular, lo que 
explicaría la correlación positiva entre la concentración de clorofila a y los parámetros 
cinéticos de las tres actividades enzimáticas.  
Además, en el caso de la Vmax específica de baja afinidad, la correlación fue más estrecha 
con las glucosidasas que con leucina aminopeptidasa, lo que concuerda con el hecho 
de que durante los blooms dominados por fitoplancton eucariota se libera materia 
orgánica enriquecida en carbono con respecto al nitrógeno (Alldredge et al., 1995; 
Biddanda y Benner, 1997; Wetz y Wheeler, 2007; Cisternas-Novoa et al., 2015; 
Villacorte et al., 2015). En consonancia con todos estos resultados, Teeling et al. (2012 
y 2016) detectaron un pico pronunciado en la abundancia de enzimas que actúan sobre 
carbohidratos (CAZymas) durante el seguimiento de un bloom de diatomeas en el mar 
del Norte; entre ellas, laminarinasas y glucósido hidrolasas (hidrólisis de la laminarina, 
glucano de almacenamiento en algas pardas) y fucoidasas (hidrólisis de la fucoidina, 
componente principal de los exopolisacáridos liberados por diatomeas). También 
detectaron altos niveles de expresión de componentes del sistema de transporte TonB, 
que permite la toma de sustratos >600-800 Da tales como los oligosacáridos; sin 
embargo, aquellos sistemas de transporte para sustratos de bajo peso molecular (p. ej. 
transportadores ABC) se expresaron a niveles bajos. 
Por el contrario, la correlación negativa entre la densidad de cianobacterias y los 
parámetros cinéticos de las actividades enzimáticas sugieren la generación de materia 
orgánica de bajo peso molecular durante el desarrollo del bloom. Aunque existe menos 
bibliografía al respecto, son diversos los autores que han observado en exudados de 
cianobacterias una mayor proporción de moléculas carbonatadas de bajo peso 
molecular (Seymour et al., 2010; Becker et al., 2014), como los ácidos orgánicos (p. ej. 
glicólico, acético y fórmico), que podrían llegar a constituir hasta un 20 % del carbono 
orgánico disuelto liberado (Bertilsson et al., 2003). Todos estos hallazgos evidencian 
un contexto ecológico en el que, durante la formación y ocaso del bloom formado por 
cianobacterias, la inversión energética que supone la síntesis y secreción de enzimas 




debido a la escasez de sustrato, pudiendo comprometer incluso la eficiencia de 
crecimiento bacteriana debido al coste energético (Wang et al., 2012).  
 
1.3.2 Composición de la comunidad bacteriana 
Las variaciones espaciales y temporales de la estructura de la comunidad de 
fitoplancton van acompañadas de variaciones en la composición de la materia orgánica 
marina (Becker et al., 2014), que desencadenan a su vez blooms secundarios de 
bacterias en los que tienen lugar sucesiones de distintos clados (Teeling et al., 2012 y 
2016). La sustitución de filotipos específicos en la comunidad bacteriana conlleva 
cambios en la diversidad de las isoenzimas secretadas que afectan a la hidrólisis del 
sustrato a nivel de comunidad (Arrieta y Herndl, 2002). En este sentido, las 
correlaciones obtenidas entre los parámetros cinéticos y los grupos filogenéticos más 
abundantes de la comunidad bacteriana pueden ser interpretadas como un indicador 
de su capacidad hidrolítica para utilizar de manera exitosa la materia orgánica del 
ecosistema y proliferar bajo determinadas condiciones medioambientales. 
De manera general, las correlaciones obtenidas con el método LSA sugieren que los 
miembros de Bacteroidetes son productores de isoenzimas leucina aminopeptidasa y 
glucosidasa, lo que les permite aprovechar de manera óptima la materia orgánica 
disuelta de tipo proteico y carbohidrato. Además, las correlaciones positivas entre este 
grupo filogenético y las Vmax esp y Km -glucosidasa de baja afinidad, sugieren 
una optimización de la hidrólisis de sustratos en altas concentraciones. Esta capacidad 
hidrolítica favorecería la proliferación de Bacteroidetes después del desarrollo del 
bloom de fitoplancton eucariota hasta convertirse en el grupo dominante de la 
comunidad bacteriana durante la época estival (Baña et al., 2020; Uranga et al., en 
preparación). Nuestros hallazgos van en consonancia con trabajos de otros autores, 
que asocian a miembros del filo Bacteroidetes con partículas orgánicas,  
predominantes después de blooms eucariotas (Riemann et al., 2000; Amin et al., 2012; 
Teeling et al., 2012 y 2016) y les adjudican un papel importante en la degradación de 
la materia orgánica de alto peso molecular debido a su capacidad de sintetizar un gran 
número de enzimas degradadoras de polímeros, incluyendo glucosidasas y peptidasas 
(Bidle y Azam, 2001; Kirchman, 2002; Amin et al., 2012; Fernández-Gómez et al., 
2013).  
En la estación costera de Armintza, el grupo Gammaproteobacteria también es 
relevante en la estructura de la comunidad bacteriana entre finales de primavera y 
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verano, aunque en menor medida que Bacteroidetes (Baña et al., 2020; Uranga et al., 
en preparación). Los resultados obtenidos de las correlaciones distinguen a los 
miembros de Gammaproteobacteria como productores de enzimas glucosidasa, en 
detrimento de leucina aminopeptidasa, lo que sugiere una especialización en la 
utilización de la materia orgánica de alto peso molecular de tipo carbohidrato. Son 
diversos los trabajos que han descrito la formación de partículas transparentes 
exopoliméricas por parte de diatomeas (Alldredge et al., 1995; Wetz y Wheeler, 2007; 
Villacorte et al., 2015), cuya producción alcanza su máximo durante la senescencia del 
bloom (Cisternas-Novoa et al., 2015) y supone la secreción al medio de 
heteropolisácaridos sulfatados enriquecidos en fucosa y ramnosa (Passow, 2002). 
Además, cabe mencionar que la senescencia del bloom dominado por fitoplancton 
eucariota coincide con meses de bajas precipitaciones, lo que supone una menor 
entrada de material alóctono. Esta circunstancia contribuiría a la acumulación de 
materia orgánica enriquecida en carbono en el ecosistema, lo que favorecería la alta 
proliferación de grupos productores de enzimas glucosidasa en la comunidad 
bacteriana durante los meses de verano, como es el caso Gammaproteobacteria y, 
también, de Bacteroidetes. 
Por último, se analizaron las correlaciones de dos grupos pertenecientes a la clase 
Alphaproteobacteria, Roseobacter y SAR11. Ambos grupos mostraron capacidades 
hidrolíticas bien diferenciadas. Por un lado, los resultados obtenidos con Roseobacter 
sugieren que los miembros de este grupo son productores tanto de isoenzimas alta 
afinidad como de baja afinidad de leucina aminopeptidasa y glucosidasa. Además, en 
- -glucosidasa, las correlaciones 
fueron positivas con las Vmax esp y negativas con la Km, lo que evidencia una 
optimización en la utilización de la materia orgánica de tipo carbohidrato en 
concentraciones de sustrato bajas. Esta versatilidad funcional explicaría los picos de 
abundancia de Roseobacter entre los meses de febrero y abril, coincidiendo con el 
bloom de fitoplancton eucariota, lo que le permitiría aprovechar los gradientes de 
concentración de materia ogánica generados durante el bloom. De hecho, son varios 
los trabajos que describen una mayor contribución de Roseobacter durante blooms 
primaverales, principalmente formados por diatomeas (Alonso-Gutiérrez et al., 2009; 
Amin et al., 2012; Teeling et al., 2012 y 2016) y también se ha observado una alternancia 
entre el nicho ecológico que ocupan, de vida libre y/o adheridos a partículas (Riemann 
et al., 2000; Moran et al., 2007), capacidad que podría estar favorecida por la posesión 




Por otro lado, y en contraposición a lo descrito anteriormente, las correlaciones 
negativas entre los parámetros cinéticos de las actividades enzimáticas y SAR11 
evidenciaron una limitación en la utilización de la materia orgánica de alto peso 
molecular. Estos resultados irían en consonancia con el hecho de que los miembros de 
SAR11 están habitualmente asociados a vida libre, ya que carecen de mecanismos de 
percepción del quorum para la adherencia a partículas (Giovannoni et al., 2005), y se 
ha observado que están especializados en la toma de monómeros en bajas 
concentraciones de sustrato (Alonso y Pernthaler, 2006). De hecho, Fernández-Gómez 
et al. (2013) cuantificaron un número bajo de glucosidasas en el genoma de 
Pelagibacter combinado con un número relativamente alto de peptidasas, aunque 
menor que el de Bacteroidetes marino, lo que pone de manifiesto una menor capacidad 
metabólica intrínseca para explotar condiciones de riqueza de recursos. Este conjunto 
de características asociadas a SAR11 explicaría que este grupo filogenético empiece a 
ser dominante de la comunidad bacteriana en la época de finales de otoño, 
coincidiendo con el ocaso del bloom de cianobacterias.  
En consonancia con todos estos resultados, Sarmento et al. (2013), observaron la 
proliferación de bacterias Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria y Bacteroidetes 
en exudados de algas eucariotas, mientras que apenas se detectaron miembros de 
grupos como SAR11 y SAR86 (Alphaproteobacteria) o NOR5 (Gammaproteobacteria) 
al final del experimento. Los mismos autores, obtuvieron resultados similares al 
ampliar el experimento e incluir exudados de Synechococcus (Sarmento et al., 2016). 
De manera interesante, observaron que los miembros de Bacteroidetes y 
Gammaproteobacteria estaban más especializados en la degradación de exudados 
derivados de algas eucariotas; sin embargo, SAR11 estuvo más especializado en el uso 
de la materia orgánica derivada de Synechococcus.   
En resumen, los resultados descritos en este apartado indican que la materia orgánica 
liberada al ecosistema por los distintos grupos fitoplanctónicos actúa como reguladora 
de la secreción de las enzimas extracelulares estudiadas. En la estación costera de 
Armintza, el bloom primaveral eucariota desencadena un incremento en la 
disponibilidad de materia orgánica de alto peso molecular, que selecciona a aquellos 
miembros de la comunidad bacteriana con capacidad para sintetizar isoenzimas que 
respondan a altas concentraciones de sustrato, entre los que se encuentran 
Bacteroidetes, Gammaproteobacteria y, de manera esporádica, Roseobacter. Por el 
contrario, el bloom de cianobacterias que tiene lugar a finales del verano-principios 
del otoño, liberaría materia orgánica de bajo peso molecular, que favorece la 
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proliferación de miembros con una menor capacidad hidrolítica, como es el caso de 
SAR11. 
2. Diferencias en la sensibilidad a la temperatura de las 
actividades enzimáticas β-glucosidasa, leucina 
aminopeptidasa y fosfatasa alcalina en aguas 
superficiales del océano 
Los valores de energía de activación (Ea) calculados experimentalmente, pusieron de 
manifiesto una respuesta positiva de las velocidades de hidrólisis de las actividades 
enzimáticas -glucosidasa, leucina aminopeptidasa y fosfatasa alcalina frente a un 
incremento de la temperatura, tal y como predice la Teoría Metabólica de la Ecología 
(Brown et al., 2004).  
La aproximación por el método de "sustitución de espacio por tiempo" permitió 
calcular las Ea para las actividades G y LAP; sin embargo, resultó infructuosa en el 
caso de FA. Por lo tanto, a la luz de los resultados obtenidos, podría concluirse que en 
aguas de los océanos subtropical y subtropical la temperatura es un factor que influye 
de manera crítica en las actividades G y LAP. Si bien es cierto que el análisis realizado 
con ambas aproximaciones da robustez a los resultados de este estudio, el método de 
"sustitución de espacio por tiempo" ha demostrado tener ciertas limitaciones para la 
determinación de la Ea cuando la respuesta al incremento de temperatura no es muy 
acusada, tal y como sucedió con FA. Esta menor respuesta podría estar indicando que 
la actividad enzimática FA está más afectada por otras variables como la composición 
de las comunidades microbianas (Labry et al., 20  et al., 2010; Peacock y 
Kudela, 2013) o la concentración de sustratos en el medio (Vidal et al., 2003; Tanaka 
et al., 2006; Duhamel et al., 2010).  
En la "sustitución de espacio por tiempo", la Ea de G (0,39 ± 0,12 eV) fue mayor que 
la Ea de LAP (0,24 ± 0,08 eV), lo que pone de manifiesto la diferente sensibilidad a la 
temperatura en la hidrólisis del material de tipo carbohidrato con respecto al 
nitrogenado a lo largo de un amplio transecto longitudinal. Cabe resaltar, por un lado, 
que esta diferencia se ha detectado con independencia de la variabilidad en 
composición de las comunidades en la zona epipelágica del océano (Sunagawa et al., 
2015), lo que probablemente afecta a la producción de enzimas tanto en cantidad como 




patrón de sensibilidad a la temperatura mediante las dos aproximaciones sugiere que 
los experimentos realizados con tiempos cortos de incubación son lo suficientemente 
rigurosos como para hacer extrapolaciones a medio y largo plazo. Por último, los 
resultados obtenidos refuerzan la idea de que, en un escenario de calentamiento global 
de las aguas superficiales del océano, el efecto de la temperatura sería mayor en la 
hidrólisis de polisacáridos que en la de compuestos orgánicos que contienen nitrógeno 
y fósforo. Esta tendencia generalizada ha sido descrita con anterioridad en muestras 
de suelos (Koch et al., 2007; Wallenstein et al., 2009) y en un estudio del ecosistema 
marino en el Ártico (Piontek et al., 2014). 
Por otro lado, los experimentos de manipulación de la temperatura permitieron un 
análisis más detallado de la variabilidad de los valores de Ea de las tres actividades 
enzimáticas extracelulares a lo largo de las regiones tropicales y subtropicales del 
océano. Tanto en la capa de superficie como en aguas del DCM, los valores de Ea 
siguieron el gradiente decreciente G > LAP > FA. En general, los valores de G y LAP 
fueron superiores en aguas superficiales en comparación con el DCM, lo que podría 
explicarse por las distintas comunidades microbianas de la zona fótica (Treusch et al., 
2009). Los valores de energía de activación obtenidos en este estudio son inferiores a 
los obtenidos en trabajos previos realizados en el océano Ártico (Vetter y Deming, 
1994; Piontek et al., 2014), donde las enzimas liberadas por las comunidades 
microbianas fueron particularmente sensibles a los incrementos de temperatura 
(Vaquer-Sunyer et al., 2010).  
En lo que respecta a la relación de la sensibilidad a la temperatura con la latitud de las 
estaciones de muestreo, las tres actividades enzimáticas mostraron una relación 
positiva y similar. Este patrón ya ha sido descrito anteriormente en estudios hechos en 
suelo, donde las actividades enzimáticas medidas en localizaciones geográficas más 
frías registraron una mayor respuesta a la temperatura (Somero, 2004; Koch et al., 
2007; Dong y Somero, 2009; German et al., 2012). El hecho de que en la zona ecuatorial 
los valores de Ea de las tres actividades fueran inferiores a pesar de haberse medido 
velocidades de hidrólisis relativamente altas, podría ser reflejo de una adaptación o 
aclimatación de las comunidades naturales a altas temperaturas, de tal manera que las 
enzimas sean menos sensibles a los cambios de temperatura (Wei et al., 2014). 
Teniendo en cuenta que el calentamiento global está previsto que afecte en mayor 
grado en altas latitudes y, especialmente, en el hemisferio norte (Collins et al., 2013), 
el patrón obtenido sugiere que el incremento de la temperatura en aguas superficiales 
tendría un efecto más pronunciado en las regiones árticas con respecto a la zona 
ecuatorial. 
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La diferente sensibilidad a la temperatura de las actividades enzimáticas extracelulares 
estudiadas podría tener importantes consecuencias en un contexto ecológico de 
calentamiento global. Sin considerar los probables cambios que se generen en la 
producción neta de enzimas, los resultados de este trabajo predicen que, en aguas 
superficiales del océano, donde tiene lugar la mayor producción y liberación de 
materia orgánica fresca por parte de los productores primarios, el incremento de 
temperatura generará una respuesta de distinta magnitud en la velocidad de hidrólisis 
de los diferentes componentes de la materia orgánica disuelta de alto peso molecular.  
Las proyecciones sobre la estequiometría de la materia orgánica de bajo peso molecular 
liberada en escenarios teóricos de calentamiento de las aguas superficiales predicen 
que, en comparación con la situación actual, se liberarán productos con un mayor 
contenido en carbono con respecto al nitrógeno y, particularmente, en comparación 
con el fósforo, afectando así a la ratio estequiométrica C:N:P. En concreto, nuestros 
resultados predijeron un incremento de la ratio C:N y, especialmente, incrementos en 
las ratios molares C:P (1,2 % en superficie y 0,8 % en DCM) y N:P (0,6 % en superficie 
y 1,0 en DCM) por cada grado que aumenta la temperatura. Esta diferencia en 
apariencia insignificante se vería multiplicada en la espiral de los ciclos bioquímicos 
de producción y remineralización de la materia orgánica, proceso que ocurre a mayor 
velocidad en el océano subtropical (Dore et al., 2008).  
En un escenario de reducción de la entrada de nutrientes en aguas superficiales debido 
a la acentuación de la termoclina (Sarmiento et al., 2004), una desigual 
remineralización de nutrientes por parte de las comunidades bacterianas limitaría aun 
mas la concentración de fosfato inorgánico en comparación con el carbono y el 
nitrógeno. Teniendo en cuenta además un posible exceso de carbono inorgánico 
debido a la profusa liberación de CO2 (Riebesell, 2004), que el nitrógeno reactivo puede 
ser fijado a partir del N2 atmosférico y que también se han detectado incrementos de 
su concentración debido a la actividad antropogénica (Duce et al., 2008), todos los 
indicidios apuntan hacia un océano cada vez más empobrecido en fósforo y, por lo 
tanto, cada vez más oligotrófico.  
Además, esta tendencia podría verse exacerbada por la posible disminución del 
contenido en N y P de la materia orgánica liberada por los productores primarios. 
Experimentos realizados en mesocosmos han demostrado que el incremento de la 
temperatura induce un aumento en la liberación de carbono orgánico disuelto frente 
al nitrógeno orgánico disuelto (Engel et al., 2011; Taucher et al., 2012; Biermann et al., 




acumulación de carbono orgánico disuelto durante el crecimiento de una comunidad 
planctónica mixta en condiciones de limitación de nitrógeno al aumentar la 
temperatura. Adicionalmente, también se ha observado una relación directa y positiva 
entre la temperatura y la relación C:P y N:P en cianobacterias (Levitan et al., 2010) y 
de la ratio molar C:N en diatomeas (Berges et al., 2002), lo que presumiblemente 
conllevaría alteraciones similares en la composición de los productos de exudación. 
Por último, la expansión de las regiones oligotróficas en aguas superficiales del océano 
debido al calentamiento global (Sarmiento et al., 2004), podría favorecer el aumento 
de la abundancia de los productores primarios de pequeño tamaño (procariotas) frente 
a los de mayor tamaño (eucariotas)(Morán et al., 2010; Martiny et al., 2013).  
En relación con este hallazgo, Martiny et al. (2013) determinaron que la composición 
estequiométrica de las cianobacterias se caracteriza por una ratio C:N:P muy superior 
al de diatomeas (235:35:1 para Prochlorococcus, 161:25:1 para Synechococcus y 
107:16:1 para diatomeas). Si se asume una relación directa entre la composición de la 
materia orgánica liberada y el organismo productor de la misma (Thornton, 2014), la 
ratio estequiométrica de las cianobacterias indicaría que en un escenario futuro en el 
que fueran más abundantes, predominaría la liberación de sustratos orgánicos 
carbonatados y empobrecidos en nitrógeno y en fósforo. En este contexto, el hecho de 
que los productos de hidrólisis también estén enriquecidos en carbono, no haría más 
que acentuar el cambio de composición de las comunidades fitoplanctónicas hacia el 
dominio de las picocianobacterias.  
No obstante, hay que tener en consideración la capacidad de las comunidades 
microbianas para adaptarse a los posibles desequilibrios en la ratio C:N:P de la materia 
orgánica disponible (Mooshammer et al., 2014), mediante mecanismos como el 
aumento de la producción de fosfatasa alcalina extracelular (Vidal et al., 2003), la 
reducción de la demanda celular en N y P (Bertilsson et al., 2003; Levitan et al., 2010) 
o incluso la regulación de la eficiencia de los nutrientes utilizados (del Giorgio y Cole, 
1998).   
En resumen, la mayor sensibilidad a la temperatura observada en las enzimas 
extracelulares que llevan a cabo la hidrólisis de material orgánico de tipo carbohidrato, 
en comparación con aquellos responsables de la liberación de nitrógeno y fósforo, 
provocará una alteración en la proporción de nutrientes que son remineralizados. Esta 
tendencia será especialmente notoria en el caso del fósforo, lo que exacerbaría la 
tendencia ampliamente descrita hacia una oligotrofización del océano en un contexto 
de calentamiento global. Nuestros resultados sugieren que se desencadenará un 
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incremento de las velocidades de hidrólisis de la materia orgánica junto con un 
aumento de las ratios molares C:P y C:N de los productos liberados por la actividad 
enzimática. La consiguiente limitación de nutrientes puede provocar una cascada de 
efectos en procesos clave del ecosistema superficial marino, como la respiración 
microbiana (López-Urrutia et al., 2006; Hoppe et al., 2008), las tasas de crecimiento 
(Degerman et al., 2013), la eficiencia de crecimiento bacteriana (Vázquez-Domínguez 
et al., 2007) y la composición de la comunidad microbiana (Degerman et al., 2013), ya 
de por sí alterados por el incremento de temperatura. Considerando en conjunto todo 
lo mencionado anteriormente, los resultados de este estudio permiten entrever, en un 
contexto de calentamiento global, un océano más oligotrófico dominado por 
cianobacterias y una ralentización de la bomba biológica. 
3. La exportación de enzimas modela la actividad 
leucina aminopeptidasa del océano profundo 
En este trabajo se ha analizado comparativamente la actividad leucina aminopeptidasa 
en muestras de las zonas epipelágica (superficie y DCM) y batipelágica de la columna 
de agua, recogidas en 89 estaciones repartidas en los océanos Atlántico (norte, central 
y sur), Índico y Pacífico (norte y sur).  
En el análisis de los datos se observó que la actividad leucina aminopeptidasa fue dos 
veces superior en la zona epipelágica del océano con respecto a la batipelágica, 
resultados acordes con los de estudios realizados en áreas más restringidas del Océano 
Atlántico (Baltar et al., 2009 y 2010), la región de afloramiento del Mar Arábigo 
(Hoppe y Ullrich, 1999) o en el Mar Mediterráneo (Tamburini et al., 2002 y 2009). 
Cabe resaltar, además, que esta tendencia se detectó en todas las estaciones de 
muestreo analizadas, con independencia de la presumible variabilidad en factores 
como el origen, tipo y concentración de la materia orgánica disponible (Hansell 2013; 
Benner y Amon, 2015) o la composición de las comunidades de procariotas de las 
zonas epi- y batipelágica (Cram et al., 2015; Frank et al., 2016; Mestre et al., 2018; 
Bergauer et al., 2018; Salazar et al., 2019; Ruiz-González et al., 2020). El hecho de que 
la velocidad de hidrólisis descienda solamente a la mitad resulta sorprendente, en tanto 
que otras variables medidas durante la misma expedición, como la densidad celular y 
la producción heterótrofa procariota descienden entre 1-3 órdenes de magnitud desde 
la zona epipelágica hasta la zona batipelágica (p. ej. Lønborg et al., 2016; Ruiz-González 




y Ullrich, 1999; Nagata et al., 2000; Arístegui et al., 2009; Nagata et al., 2010 y 
referencias en este documento). 
En lo que respecta al análisis comparativo de los parámetros cinéticos, se observaron, 
por un lado, valores superiores de eficiencia catalítica en aguas superficiales y, por otro 
lado, una escasa variabilidad de los valores de la Km (357-457 µM) para las tres 
profundidades analizadas, resultados que fueron inesperados. En contraposición a la 
zona eufótica, donde existe una amplia disponibilidad de materia orgánica utilizable 
(Benner y Amon, 2015), la zona batipelágica del océano se caracteriza por albergar 
materia orgánica refractaria (Jiao et al., 2010) y formada por una gran variedad de 
pequeñas moléculas (<700 Da) presentes en concentraciones muy bajas, lo que hace 
que la inversión energética necesaria para su captación y degradación no sea rentable 
para la microbiota (Arrieta et al., 2015; Zark et al., 2017; Zark y Dittmar, 2018). Bajo 
esta premisa, cabría esperar un descenso de los valores de la Km con la profundidad y 
un aumento de la eficiencia catalítica (Azúa et al., 2003) como consecuencia de la 
secreción de enzimas adaptadas a bajas concentraciones de materia orgánica proteica 
de alto peso molecular por parte de las comunidades bacterianas endémicas. Baltar et 
al. (2009 y 2010) también observaron valores muy elevados de la Km de leucina 
aminopeptidasa en aguas profundas del océano Atlántico, llegando a alcanzar valores 
de ~1200 µM, resultados que contribuyen a reforzar los hallazgos de nuestro estudio.  
Esta aparente contradicción en las muestras de aguas profundas entre el valor de los 
parámetros cinéticos y la concentración de sustrato disponible permite sugerir que el 
origen de las enzimas extracelulares pudiera ser la zona eufótica del oceáno. El hecho 
de haber encontrado una correlación positiva entre las distintas variables enzimáticas 
de las zonas epi- y batipelágicas del océano, a pesar de la distancia vertical de 3000-
4000 m que las separa y del contexto ecológico tan diferenciado que las caracteriza 
(Nagata et al., 2010 y referencias en este documento), confirma la conectividad 
existente entre ambas zonas de la columna de agua. 
En relación con esta idea, el incremento experimental de la temperatura en las 
muestras de fondo puso de manifiesto, para el rango de temperatura ensayado (2-
28 °C), un descenso de los valores de la Km y un aumento de la eficiencia catalítica, de 
manera que el patrón de variación detectado fue similar para las enzimas de las 
comunidades bacterianas de las zonas epi- y batipelágica. 
Dado que en la zona batipelágica del océano se puede presuponer la existencia de una 
comunidad microbiana eminentemente psicrófila, la evolución observada en los 
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parámetros cinéticos de las muestras de aguas profundas fue un resultado inesperado, 
por ser característica de las enzimas de microorganismos mesófilos (Feller y Gerday, 
2003 y referencias en este documento). Según estudios realizados con bacterias en 
et al., 2006; Collins et al., 2008; Poli et al., 2017 y referencias en 
este documento), los microorganismos psicrófilos han adaptado su fisiología para 
sintetizar enzimas activas a bajas temperaturas mediante la desestabilización del sitio 
activo o de toda la proteína. En consecuencia, el centro catalítico es más flexible, lo que 
permite optimizar la afinidad por el sustrato y la eficiencia catalítica a temperaturas 
cercanas a la in situ (Lonhienne et al., 2001; Feller y Gerday, 2003; Williams et al., 2011; 
Joshi y Satyanarayana, 2013). Desde este punto de vista, si las enzimas detectadas en 
muestras de la zona batipelágica procedieran de una microbiota estrictamente 
psicrófila, deberíamos haber encontrado un descenso en la afinidad por el sustrato (i.e., 
incremento de los valores de Km) conforme aumentaba la temperatura experimental, 
en contraposición al comportamiento de las enzimas de los microorganismos 
mesófilos de las muestras de superficie.  
El hecho de asumir que una fracción de las enzimas liberadas en la zona eufótica 
puedan ser exportadas a grandes profundidades plantea de manera inevitable la 
cuestión de si son capaces de permanecer estables y activas después de este proceso de 
transporte. A este respecto, los experimentos de estabilidad realizados indicaron que 
la vida media de las enzimas leucina aminopeptidasa de aguas oceánicas superficiales 
variaba entre los 9 y 35 días. Estos valores no son sustancialmente distintos a los 
obtenidos por otros autores en los escasos estudios realizados en otros sistemas 
marinos. Así, en aguas del Mar Adriático, Bochdansky et al. (1995) obervaron que 
- -glucosidasa persistía 
después de 22 h de incubación, mientras que Li et al. (1998) observaron en muestras 
del Mar Rojo que la actividad disuelta de fosfatasa alcalina se mantenía estable a lo 
largo de 40 días de incubación. Más recientemente, Steen y Arnosti (2011), en 
experimentos con agua superficial del Océano Ártico, observaron una vida media del 
-glucosidasa, en 
tanto que Baltar et al. (2013) calcularon un tiempo de hasta 3 días en fosfatasa alcalina 
- -glucosidasa en aguas del Océano Atlántico, y Thomson et al. (2019), 
determinaron un tiempo de 41 días para fosfatasa alcalina en aguas del Océano 
Pacífico. Por tanto, pese a la variabilidad existente en la bibliografía, es evidente que la 
actividad de las enzimas disueltas puede prolongarse por un período de varios días o 




En relación con la estabilidad de las enzimas disueltas, son varios los factores que 
pueden tener un efecto sobre su vida media y entre los principales está la temperatura 
(Arnosti, 2011; Baltar, 2018). En este trabajo, no se observó una prolongación de la 
vida media de las enzimas disueltas aminopeptidasa cuando las muestras de superficie 
se incubaron a temperaturas bajas (2-4 °C). En los escasos estudios realizados hasta la 
fecha, Baltar et al. (2013) observaron una relación inversa entre la temperatura y la vida 
media de las enzimas glucosidasa, mientras que observaron una relación directa con la 
vida media de fosfatasa alcalina, resultados que posteriormente corroboraron 
Thomson et al. (2017). A la luz de esta disparidad, parece evidente la necesidad de 
seguir trabajando en un futuro para resolver si hay un efecto diferencial de la 
temperatura en la vida media de las enzimas disueltas en función de la actividad 
enzimática y cuál es su magnitud.  
La exportación de enzimas extracelulares al océano profundo relacionada con 
agregados de materia orgánica ya había sido planteada por otros autores en relación 
con los altos niveles de actividad enzimática en aguas profundas del Océano Pacífico 
(Koike y Nagata, 1997) y del Océano Índico (Hoppe y Ullrich, 1999). En consonancia 
con esta idea, en los agregados se han observado grandes cantidades de sustancias 
poliméricas extracelulares (Bochdansky et al., 2016; Flintrop et al., 2018), que 
conforman una matriz polimérica en la que las enzimas pueden quedar atrapadas, lo 
que favorece la retención de la actividad hidrolítica (Ziervogel et al., 2007 y 2010) y las 
confiere de cierta resistencia a la degradación (Nagata y Kirchman, 1992; Lozzi et al., 
2001; Ogawa et al., 2001). Estas evidencias, permiten sugerir que la adsorción a los 
agregados podría favorecer el transporte vertical de enzimas al océano profundo, en 
especial si el tiempo de residencia de los agregados en la zona eufótica es bajo. En 
relación con esto último, estudios recientes han determinado que entre ~10 % y hasta 
un 43 % de la materia orgánica que es exportada llega a la zona batipelágica del océano 
a los pocos días de salir de la zona eufótica (Stukel et al., 2017; Smith et al., 2018; 
Huffard et al., 2020), resultados que concuerdan con la presencia constante de 
picocianobacterias y microalgas (Agustí et al., 2015; Preston et al., 2020; Boeuf et al., 
2019) y pellets fecales de zooplancton (Preston et al., 2020, Huffard et al., 2020; Lopez 
et al., 2020) en la zona batipelágica del océano.  
Todos estos resultados ponen de manifiesto que la exportación y posterior 
fraccionamiento y disolución de agregados en la zona batipelágica podría liberar 
enzimas extracelulares recientemente originadas en aguas superficiales y que, de 
acuerdo con nuestros experimentos de estabilidad, seguirían manteniendo la 
capacidad hidrolítica, ya que la inmovilización no afecta de manera irreversible a su 
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conformación original (Gopinath y Sugunan, 2006 y 2007). En nuestro estudio, entre 
un 90-100 % de la actividad total de leucina aminopeptidasa medida en aguas 
profundas correspondió a la fracción disuelta en los tres océanos analizados, resultados 
que corroboran los de trabajos anteriores (Baltar et al., 2010 y 2013). Es plausible que 
la difusión de las enzimas a partir de los agregados sea uno de los motivos por los cuales 
se detecta una contribución tan alta de la fracción disuelta a la actividad total de leucina 
aminopeptidasa en el océano profundo.  
Por último, se realizó una aproximación teórica de cuánta de la actividad enzimática 
generada en aguas superficiales podría llegar a la zona batipelágica mediante el 
transporte vertical de enzimas adsorbidas a agregados de materia orgánica. Para 
realizar el cálculo, se utilizaron los datos de Vsat de la fracción disuelta medidos en 
superficie a lo largo de la campaña oceanográfica y, a continuación, se establecieron 
las siguientes dos premisas. Por un lado, se asumió una capacidad de adsorción de las 
enzimas a agregados del 90 % basándonos en los resultados obtenidos por Ziervogel et 
al. (2007) después de 2 h de incubación. Por otro lado, se asumió que entre un 50 y 
80 % de carbono orgánico particulado es exportado desde la zona eufótica al océano 
profundo (Gardner, 1997; Boyd et al., 2019) y que entre un promedio de 27 % (Stukel 
et al., 2017; Smith et al., 2018; Huffard et al., 2020) y hasta un 80 % (Calrson y Hansell, 
2015) de esa exportación puede llegar a grandes profundidades. A continuación, se 
aplicaron las tasas de inactivación calculadas en cada océano a partir de los 
experimentos de estabilidad, como representativas de la pérdida de actividad causada 
por procesos abióticos. Por último, se aplicó el valor medio de 428 m·d-1 de velocidad 
de transporte vertical de partículas calculado por Agustí et al. (2015) durante la misma 
expedición.  
La aproximación teórica realizada determinó que entre un 4,0 ± 0,2 nM·h-1 y 18,8 ± 0,8 
nM·h-1 de la velocidad de hidrólisis en aguas batipelágicas podría tener su origen en 
enzimas extracelulares asociadas a la materia orgánica particulada proveniente de la 
zona eufótica (Figura 32), lo que significa que al menos entre un promedio de entre 
10-55 % de la actividad de leucina aminopeptidasa del océano profundo podría 
explicarse por el transporte vertical de enzimas. Estos datos desvelan un aspecto 
importante del funcionamiento de la bomba microbiana en el océano profundo, ya que 
evidencian un desacoplamiento entre el lugar y/o momento en el que las enzimas 
extracelulares han sido producidas y aquél en el que potencialmente pueden seguir 





Figura 32: Representación de la aproximación teórica realizada en base a la vida media 
de las enzimas de leucina aminopeptidasa y de las velocidades de sedimentación de 
partículas calculados durante la Expedición de Circunnavegación Malaspina 2010. En 
negro se ha representado la velocidad de hidrólisis medida en las muestras de la zona 
batipelágica y en gris los datos correspondientes al valor mínimo y máximo de la 
velocidad de hidrólisis teórica calculada. 
Una vez liberadas en la zona batipelágica, la capacidad hidrolítica de las enzimas estaría 
limitada por la probabilidad de encuentro con el sustrato. Dado que la composición de 
la materia orgánica disuelta del océano profundo es baja en labilidad (Jiao et al., 2010) 
y está en concentraciones limitantes (Arrieta et al., 2015; Zark et al., 2017; Zark & 
Dittmar, 2018), sería la materia orgánica remanente de los agregados a los que estaban 
adsorbidas la principal fuente de sustrato. A este respecto, se ha demostrado que la 
exportación de agregados de fitoplancton está relacionada con la detección continua 
de proteínas por debajo de 2000 m en el mar de los Sargazos (Cisternas-Novoa et al., 
2015) y con el hecho de que < 30 % del carbono orgánico disuelto en aguas profundas 
del Océano Pacífico sea de producción reciente (Follet et al., 2014).  
Por tanto, en el océano profundo, la actividad de las enzimas leucina aminopeptidasa 
provenientes de la zona eufótica podría liberar de manera permanente aminoácidos y 
complementar así la actividad de las comunidades endémicas. Esta contribución sería 
un importante aporte para satisfacer la demanda metabólica de las comunidades 
batipelágicas, dado que la secreción de enzimas es un proceso energéticamente costoso 
a nivel individual en un entorno en el que las tasas de crecimiento están restringidas 
debido a la limitación de sustratos (Jannasch, 1967; Arrieta et al., 2015; Traving et al., 
2015). Asimismo, la formación de materia orgánica en el océano oscuro se restringe a 
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los procesos quimioautótrofos llevados a cabo por las bacterias y arqueas (Swan et al., 
2011; Herndl et al., 2005), por lo que las enzimas exportadas (Arnosti, 2011) junto con 
la materia orgánica de los agregados que ha persistido al transporte vertical serían una 
fuente de sustrato lábil en comparación con la existente en la zona batipelágica que 
puede llegara estimular la producción secundaria (Carlson et al., 2011; Severin et al., 
2016). De hecho, estudios recientes han determinado que las comunidades del océano 
profundo dependen esencialmente de la solubilización de la materia orgánica 
particulada que sedimenta en las profundidades oceánicas (Bergauer et al., 2018; Zhao 
et al., 2020), aporte que les proporcionaría la energía necesaria para secretar enzimas 
capaces de degradar materia orgánica recalcitrante (Guenet et al., 2010). 
En la aproximación teórica no se he incluido el efecto de la presión hidrostática, factor 
que es indudablemente relevante en aguas profundas del océano. Si bien es cierto que 
se han visto diferencias en las medidas de actividad enzimática realizadas en la zona 
batipelágica en condiciones in situ y en descomprensión (Tamburini et al., 2013), 
estudios realizados con proteínas han demostrado que incluso en tratamientos de 100-
500 MPa se mantenía la hidrólisis enzimática (Stapelfeldt et al., 1996; De Maria et al., 
2017). No obstante, sería interesante ampliar el conocimiento a este respecto en futuras 
investigaciones. 
Por último, en este estudio solamente se han considerado los agregados de materia 
orgánica particulada como vector de exportación de enzimas adheridas. Sin embargo, 
otros procesos como la mezcla de masas de agua, el transporte lateral y/o migración 
vertical del zooplancton también son mecanismos potenciales de conexión hidrolítica 
entre distintas zonas de la columna de agua (Burd et al., 2010), tal y como se ha 
demostrado en la composición de las comunidades microbianas (Wilkins et al., 2013; 
Cram et al., 2015; Frank et al., 2016; Luna et al., 2016; Severin et al., 2016; Mestre et al., 
2018; Ruiz-González et al., 2020). En relación con esto, los procariotas de las 
comunidades de aguas superficiales que son diseminados en el fondo del océano 
podrían ser productores de enzimas y contribuir a la actividad leucina aminopeptidasa 
que se detecta en aguas profundas; no obstante, todavía se desconoce si son capaces de 
adaptarse y mantenerse activos a nivel fisiológico o si, por el contrario, pasan a formar 
parte del seed bank del océano oscuro. 
En resumen, este estudio ha contribuido a aumentar el conocimiento sobre la actividad 
enzimática extracelular leucina aminopeptidasa en las zonas subtropical y tropical de 
los océanos Atlántico, Índico y Pacífico. En particular, es destacable el valor añadido 




estudiado debido a la dificultad de muestreo y al gasto económico que implica, a pesar 
de la evidencia emergente de su importancia en la biogeoquímica del océano y como 
almacén de una alta diversidad microbiana genética y metabólica (Arístegui et al., 
2009). 
Consideramos que observar valores de Km similares en muestras de aguas superficiales 
y profundas, comparables a los obtenidos en agregados de materia orgánica, un efecto 
de la temperatura sobre los parámetros cinéticos asociado al esperable en enzimas de 
microorganismos mesófilos en muestras del océano profundo y la correlación positiva 
entre las distintas variables enzimáticas entre las zonas epi- y batipelágicas apoyan la 
hipótesis de una conectividad entre ambas zonas de la columna de agua. Esta 
conectividad estaría mediada por el transporte vertical de las enzimas disueltas 
adheridas a los agregados de materia orgánica particulada que se originan en la zona 
eufótica del océano y que se liberarían en la zona batipelágica debido al 
fraccionamiento y disolución de los agregados manteniendo aún su capacidad 
hidrolítica.  
La aproximación teórica realizada con los resultados generados en este estudio y 
complementados con la información descrita en bibliografía permitieron establecer 
que al menos entre un 5-30 % de la actividad leucina aminopeptidasa medida en la 
zona batipelágica podría ser consecuencia de dicho proceso de transporte vertical. La 
liberación de aminoácidos por parte de las enzimas exportadas podría estar 
contribuyendo a satisfacer una fracción de los requerimientos metabólicos de las 
comunidades del océano profundo en un entorno de limitado acceso al sustrato y 














De los estudios realizados en esta tesis doctoral se pueden extraer las siguientes 
conclusiones principales: 
Dinámicas temporales de los parámetros cinéticos de las actividades 
- -glucosidasa en aguas 
superficiales costeras 
 
1. El modelo que mejor describió las cinéticas de las actividades enzimáticas 
- -glucosidasa a lo largo de tres anualidades en 
aguas costeras de Bizkaia es un modelo multifásico, que refleja la actividad 
simultánea de un sistema enzimático de alta afinidad y de baja afinidad. 
 
2. Estos hallazgos evidencian la importancia de incluir modelos complejos para 
identificar la diversidad y heterogeneidad de las enzimas presentes en aguas 
superficiales marinas en futuros trabajos que incluyan medidas enzimáticas, 
tanto en aquellos que sean exclusivamente sobre cinéticas como en los que se 
realice un estudio cinético previo de cara a utilizar concentraciones saturantes. 
 
3. Los valores de Km del sistema enzimático de alta afinidad coinciden con las 
concentraciones de sustrato descritas para la fase líquida del agua de mar, 
mientras que los valores de Km del sistema de baja afinidad se asemejan a las 
altas concentraciones de sustrato que se han descrito en los agregados de 
materia orgánica. Estos resultados, unidos con el análisis filogenético realizado 
en otros trabajos, apuntan hacia la coexistencia de grupos funcionales de 
bacterias generalistas y especialistas de nicho. 
 
4. El desarrollo del bloom primaveral, dominado por fitoplancton eucariota, 
desencadena un incremento en la disponibilidad de materia orgánica de alto 
peso molecular y favorece la secreción de isoenzimas optimizadas a altas 
concentraciones de sustrato. Por el contrario, el bloom dominado por 
cianobacterias y que tiene lugar entre finales de verano y otoño, parece liberar 
principalmente materia orgánica de bajo peso molecular, a la luz de la 
correlación negativa entre los parámetros cinéticos de las actividades 
enzimáticas y la abundancia de cianobacterias. 
 
5. En estrecha relación con lo anterior, se observó que los miembros 




Roseobacter secretan isoenzimas optimizadas a altas concentraciones de 
sustrato, lo que les permite proliferar durante el bloom primaveral. En cambio, 
el ocaso del bloom de cianobacterias favorece la aparición de bacterias 
pertenecientes a SAR11 debido a su menor capacidad hidrolítica. 
 
Diferencias en la sensibilidad a la temperatura de las -
glucosidasa, leucina aminopeptidasa y fosfatasa alcalina en aguas superficiales del 
océano 
6. El análisis de la sensibilidad a la temperatura puso de manifiesto una respuesta 
diferenciada de las tres actividades enzimáticas, estableciendo el siguiente 
-glucosidasa fue la actividad con mayor sensibilidad a la 
temperatura, seguida de leucina aminopeptidasa y, por último, fosfatasa 
alcalina.  
 
7. La mayor sensibilidad a la temperatura de las enzimas responsables de la 
hidrólisis de material orgánico de tipo carbohidrato nos lleva a predecir, en 
posibles escenarios de entre 1-4 °C de calentamiento de las aguas superficiales, 
un enriquecimiento en carbono de la materia orgánica de bajo peso molecular, 
en detrimento del nitrógeno y, especialmente, del fósforo. En consecuencia, la 
expansión de las áreas oligotróficas del océano se vería exacerbada, en 
retroalimentación con cambios en otros procesos microbianos, lo que 
finalmente llevaría a una ralentización de la bomba microbiana. 
 
8. La estrecha relación entre la energía de activación de las tres actividades 
enzimáticas y la latitud evidenció que el incremento de la temperatura en 
aguas superficiales será más acusado en las regiones cercanas a los polos 
geográficos con respecto a la zona ecuatorial. 
 
La exportación de enzimas modela la actividad leucina aminopeptidasa del 
océano profundo 
9. La actividad enzimática extracelular leucina aminopeptidasa de las aguas 
profundas de los océanos Atlántico, Índico y Pacífico está estrechamente 
relacionada con la actividad de aguas superficiales, lo que pone de manifiesto 




del aporte continuo de agregados orgánicos procedentes de aguas 
superficiales, tal y como explica la bomba biológica de carbono. 
 
10. Los enzimas leucina aminopeptidasa de la zona batipelágica presentan valores 
de Km similares a los de la zona epipelágica. Teniendo en cuenta la 
incuestionable diferencia en la cantidad y calidad nutricional de ambas zonas, 
la similitud en los valores de Km solo puede ser explicada por el transporte 
vertical de enzimas procedentes de superficie y asociadas a agregados 
orgánicos. 
 
11. Los enzimas leucina aminopeptidasa de la zona batipelágica muestran una 
respuesta frente a la temperatura similar a los enzimas de superficie y 
típicamente asociada a la de enzimas de microorganismos mesófilos, lo que no 
se corresponde con enzimas sintetizados por las comunidades batipelágicas. 
Estos resultados confirman que los enzimas leucina aminopeptidasa de la zona 
batipelágica tienen fundamentalmente su origen en aguas de superficie. 
 
12. La aproximación teórica llevada a cabo demostró que al menos entre un 10-
55 % de la actividad medida en la zona batipelágica podría ser consecuencia 
de la exportación mediada por la sedimentación de agregados, lo que 
contribuye a explicar la alta contribución de la fracción disuelta a la actividad 
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